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Bd. 289 (1951) 1 


Zur viskosimetrischen Hyaluronidase-Testung 
Von 
Heinz Gibian 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.-G., Berlin-West 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. August 1951) 


Zur quantitativen Auswertung der Hyaluronidasen’ bedient man 
sich hauptsichlich zweier physikalisch-chemischer Methoden: man ver- 
folgt die Konzentrationsabnahme der als Substrat benutzten Hyaluron- 
siure entweder an Hand ihrer abnehmenden Viskositét oder am 
Schwinden ihrer mit geeigneten Proteinen im schwachsauren Gebiet 
faillbaren Anteile. Die Messung der letzteren erfolgt im allgemeinen 
turbidimetrisch im Vergleich zu einem mitlaufenden Standardpraparat. 
Um zu reproduzierbaren Werten zu gelangen, miissen die Versuchs- 
bedingungen, wie bei photometrischen Methoden iiblich, sorgfaltig 
durchgearbeitet und festgelegt sein. 

Einen auch apparativ geringeren Aufwand erfordert demgegentiber 
die Viskosimetrie, besonders wenn man statt Viskosimetern einfach 
Blutzuckerpipetten® * benutzt. Die hiermit erzielbare Genauigkeit 
von durchschnittlich etwa 5% (trotz der fehlenden Temperierung der 
MeBpipette) geniigt fiir die allermeisten praktischen Anforderungen 
durchaus. Vorteilhaft ist hier die direkte Messung ohne die Fehler- 
quellen einer zusitzlichen chemischen Reaktion (wie die Fallung bei der 
Turbidimetrie) und die Verwendbarkeit auch optisch nicht klarer 
Lésungen. 

Als vikosimetrisches Ma8 der Hyaluronidaseaktivitaét dient ent- 
weder die Zeit, die fiir eine bestimmte Abnahme der spezifischen 
Viskositaét*, meist bis auf die Halfte des Ausgangswertes, verstreichen 


* Bezeichnungen: ¢ = AusfluBzeit; H = Hyaluronatlésung; H’ = teilweise 
abgebaute H-Liésung; O = Lésungsmittel; 
t , 


relative Viskositat: rel = a rel = = 
spezifische Viskositat: ysp = ae = nrel — 1 
0 
(das ist der auf das Hyaluronat entfallende 
Anteil von 7rel); 
n’sp =’ rai—1; : 
sp §P_, 100 


prozentuale Abnahme von nsp: A = 
2spez. 





(A entspricht dem ,,FlieBzeitindex“’ nach 5). 


1H. Gibian, Angew. Chem. 68, 105—117 [1951]. 
2 E. Werle u. Mitarb., Biochem. Z. 819, 337—343 [1949]. 
3° H. Gibian, diese Z., im Druck. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 ] 





2 Heinz Gibian, Bd. 289 (1951) 


mu8*. Voraussetzung hierfiir ist die Verwendung nicht zu verdiimnter 
Substratlésungen®, noch zu geringer Enzymkonzentrationen (also fir 
Reaktionszeiten in der GréBenordnung von 5—60 Min.). Oder aber 
man bezieht sich auf den nach einer bestimmten Reaktionszeit (z. B. 
20 Min.) erzielten prozentualen Abfall A der spezifischen Viskositat 
zu dem hiaufig der Logarithmus der Fermentkonzentration direkt 
proportional ist® (s. a. u.). 

Zur quantitativen Auswertung geringer Hyaluronidaseaktivitaten 
reicht die Empfindlichkeit der an sich so handlichen viskosimetrischen 
Testung in den eben genannten Ausfiihrungsformen mit relativ kurzen 
Reaktionszeiten zumeist nicht aus. 

Das Hyaluronsiure-Hyaluronidasesystem gewinnt als hormonal 
gesteuerter Regulator des Transports der Stoffwechselprodukte und des 
Wasserbindungsvermégens im Bindegewebe zunehmend an Interesse ®. 
Im Hinblick hierauf ist ein einfacher und empfindlicher Test wiinschens- 
wert, mit dem physiologische oder pathologische (Tumoren!) Hyaluroni- 
dase-Gewebsspiegel bestimmt werden kénnen. Auch fiir bakteriologische 
Zwecke wird ein solcher Test brauchbar sein, da die Aktivitaéten von 
Bakterienkulturen meist sehr niedrig sind. Ahnliches diirfte auch fir 
Gewebskulturen zutreffen. 

Die Erhéhung der Empfindlichkeit des Testes wird erreicht durch 
wesentliche Heraufsetzung der Reaktionszeit. Zwar wurden friiher schon 
Messungen bis zu 24 Stdn. gemacht, diese jedoch nur qualitativ bewertet’. 

Wir benutzten eine Reaktionszeit von 20 Stdn. (bei 30°) und 
konnten feststellen, daB8 auch unter diesen Bedingungen A in sehr gut 
reproduzierbarer, eindeutiger Abhangigkeit von der Konzentration der 
verwandten Enzymlésung steht. Es bestand Proportionalitaét innerhalb 
der Grenzen von A ~ 20—70% entweder zum Logarithmus der Ferment- 
konzentration (Abb. la) oder auch bei manchen Hyaluronsdéuren zum 
reziproken Wert der Enzymkonzentration (Abb. 2a). Bei héheren 
Fermentkonzentrationen, also bei kurzen Reaktionszeiten (< 30 Min.) 
waren die Beziehungen bei den entsprechenden Siuren innerhalb engerer 
Grenzen die gleichen (Abb. 1c und 2b). Die Ergebnisse waren im Prinzip, 
wenn auch natirlich nicht quantitativ, gleich bei Versuchen mit ver- 
schiedenem py und verschiedenen Salzkonzentrationen (z. B. Abb. 1b). 

Zur Bestimmung der Aktivitét unbekannter Fermentlésungen ver- 
gleicht man mit der Standardkurve eines mitgelaufenen bekannten 
Priiparates. Dieses Verfahren liefert nur bei gleichem Reaktions- 
mechanismus der verschiedenen Produkte an allen Punkten gleiche 
Werte, wenn also die jeweiligen Dosis-Wirkungskurven durch Parallel- 
verschiebung sich zur Deckung bringen lassen. 


* J. Madinaveitia u. T. H. H. Quibbel, Biochem. J. 34, 625—631 [1940]; 
D. McClean u. C. W. Hale, Biochem. J. 35, 159—183 [1941]. 

5 G. J. M. Sweyer u. C.W. Emmens, Biochem. J. 41, 29—34 [1947]. 

6° F. Duran-Reynals, Ann. N. Y. Acad. Sci. 52, 946—957 [1950]. 

7 L. Bergamini, Boll. Ist. Sieroterap. Milanese 22, 55—72 [1943]. 
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Um zu praktischen Vergleichszahlen auch fiir nicht identische 
Produkte zu kommen, wird man. nach geeigneter Verdiinnung stets 
innerhalb enger Grenzen, also etwa bei oder in der Nahe von A = 50 
oder 25% messen bzw. allenfalls interpolieren. Entsprechend verfahrt 

man ja bei der iiblichen Halb- 

(20Stdn) (20Min) viskositaétszeitbestimmung auch, 

Q a = tes ohne sich im allgemeinen fdavon 

»* zu tiberzeugen, da die Relationen 

Fens \ fem? der verschiedenen Praparate zuein- 

01 10 ander an anderen Punkten die glei- 

chen sind wie bei dem der Halb- 
viskositat. 
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Abb. 1. Proportionalitét der Viskositat zum Log der Enzymkonzentration. 

a) x——x 0,3% Hyaluronsiure N 7/8. m-NaCl + m/5-Na-Acetatpuffer py 4,5. 

jionszeit 20 Stdn. 

b) a—vA 0,1% Hyaluronsaure N 7/8. m/30-NaCl + m/10-Na-Acetatpuffer py 6,5. 
Reaktionszeit 20 Stdn. 

c) +----+ wie a), aber Reaktionszeit 20 Min. 


Abb. 2. Proportionalitét der Viskositét zur reziproken Enzymkonzentration. 
a) &—O) 0,5% Hyaluronsiure H11. m-NaCl + m/5-Na-Acetatpuffer py 4,5. 
Reaktionszeit 20 Stdn. 
© wie a), aber Reaktionszeit 20 Min. 


Zur praktischen Durchfiihrung des Testes gibt man in 10 x 100 mm Reagens- 
glasern, die in einem Thermostaten stehen, je 0,5 cm® der Hyaluronatlésung ge- 
wiinschter Zusammensetzung, dazu je 0,1 cm* der entsprechend verdiinnten 
Standardhyaluronidase- bzw. der zu untersuchenden Fermentliésungen und be- 
stimmt nach z. B. 20 Stdn. mittels Blutzuckerpipette*»* die Auslaufzeit. Als 
Kontrolle der Stabilitét des Substrats lauft ein Réhrchen ohne Ferment mit. 
Zusatz von Chloroform oder dgl. erwies sich bisher nie als notwendig, wiirde die 
Messung auch erschweren. Es kénnen ohne weiteres mehrere Dutzend Teste auf 
einmal angesetzt werden. 

Fir die Auswertung braucht man, wie an einer Umformung obigen Aus- 
drucks fiir A leicht ersichtlich, lediglich die Auslaufzeiten ty’ graphisch aufzu- 

1 * 
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tragen, da t) und ty ja konstant fiir ein Substrat sind. Nur fiir einen Vergleich 
verschiedener Substrate miteinander muB man A selbst benutzen. Bei logarith- 
mischer Abhangigkeit verwendet man zweckmaBig halblogarithmisches Papier. 
Wegen der benutzten Reagenzien siehe °. 

Da die vorliegende Arbeit vor allem praktischen Zwecken dient*, 
sollen die verschiedenartigen funktionalen Zusammenhiange (logarith- 
misch oder reziprok) zwischen Wirkung und Dosis nicht naher unter- 
sucht werden. Dies wire vor allem auch darum schwierig, da die Vis- 
kositaét nur sehr begrenzt ein Ma8 der Substratkonzentration ist. Zwar 
sind die 7s) im benutzten Bereich annaihernd der Konzentration einer 
Hyaluronatlésung proportional (Abb.3). Es mu8 aber darauf hin- 


Isp 
pa a Z 


2 oe 
Ye 
We 
i 1 1 | . 1 
x—* O02 O04 006 008 07 O12 ON G16 Ge oz °% 
o—s G7 G2 03 QY 05 06 Q7 08 09 0 
Abb. 3. Abhangigkeit der Viskositét von der Konzentration. 
m/30-NaCl + n/10-Na-Acetatpuffer, py 6,5; bis 7sp = 1(\.) annahernde Pro- 
portionalitét zu C. A——A Hyaluronsiure H 10; x x N7/8. 









































gewiesen werden, daB die Konzentration einer fermentativ teilweise 
abgebauten Hyaluronatlésung bestimmt nicht die gleiche ist wie die 
einer entsprechend verdiinnten unabgebauten Lésung gleicher spezi- 
fischer Viskositaét! In den Hyaluronatlésungen hat man ja ein Gemisch 
polymerhomologer Ketten vorliegen; das gemessene 7,, ist die Summe 
der Einzelwerte der verschieden langen Ketten <A,, A,, Ag.:.. Aj. 
Nach einem teilweisen Abbau hat sich der Durchschnittspolymerisations- 
grad erniedrigt, d.h. die Konzentrationen [A,]....[Aj;] haben sich 
verschoben; es liegt eine Substratlésung vollig anderer Zusammen- 
setzung vor. Es ist also nicht nur die vereinfachende Annahme unzu- 
lassig, daB die Reaktionsprodukte nichts zur Viskositaét beitriigen®, 
_ sondern vor allem auch die, da8 man es wihrend der ganzen Reaktion 
mit ein und demselben Substrat zu tun habe (wie es tatsichlich wihrend 
der Hydrolyse z. B. eines Disaccharids der Fall wire) Das ergibt sich 
auch sofort aus der Tatsache, daB8 obige Hyaluronatlésungen trotz 


* Uber die Anwendung speziell auf Gewebe wird in Kiirze gesondert berichtet 
werden 
8 A. Dorfman, J. biol. Chemistry 172, 377—387 [1948]. 








-_ ae ti i 


ms by 









Bd. 289 (1951) Zur viskosimetrischen Hyaluronidase-Testung [[— i} 7 ° 5 




































gleicher Viskositét von gleichen Fermentmengen védllig verschieden 
abgebaut werden (Abb. 4): es liegen hier eben keine polymeranologen 
Substanzen vor! Die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit ab- 
nehmendem Polymerisationsgrad (Abb. 5) ist auch eine in der Stirke- 
Chemie bekannte Tatsache®: Die Affinitaét des Enzyms zu den niedereren 
Gliedern der polymerhomologen Reihe wird immer geringer. 
Demnach scheint der bei * vorgelegte Nachweis einer echten Re- 
aktion 1. Ordnung eines Substrats das Ergebnis einer Superposition 
zahlreicher ,,homologer‘‘, verschieden schnell verlaufender Reaktionen 
(vermutlich allerdings auch 1. Ordnung) vieler Substrate und einer 
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Abb. 4. Abb. 5. 

Abb. 4. Vergleich der Einwirkung gleicher Fermentmengen auf nicht (4¢——,) 
und auf teilweise (x x) fermentativ abgebaute Hyaluronsaure bei gleicher 
Anfangsviskositat. 

Abb. 5. Sténdige Verlingerung der Halbviskositatszeit + waihrend des fermen- 
tativen Abbaus einer Hyaluronsaéure. (Angab2 der Reaktionszeit in Min.) 



































dem entsprechenden Verschiebung der Zusammensetzung und damit 
der mittleren spezifischen Viskositét dieses Substratgemisches zu sein. 
(Auch bei turbidimetrischen Messungen diirften ahnliche Uberlegungen 


zutreffen.) 
Zusammenfassung 
Es wird ein einfacher, empfindlicher Hyaluronidase-Viskositatstest 
beschrieben. 


Es wird fiir reaktionskinetische Betrachtungen auf die komplexe 
Natur der Hyaluronsaure als eines Gemisches polymerhomologer Ver- 
bindungen hingewiesen. 


® K. H. Meyer, Angew. Chem. 68, 153—158 [1951]. 
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Die papierchromatographische Analyse der Porphyrine 
Von 
R. Kehl und W. Stich 
Aus der I. Medizinischen Klinik der Universit&t Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1951) 

Nicholas und Comfort! wandten die Papierchromatographie 
erstmalig 1948 zur Trennung von Porphyrinen an, die sie in patho- 
logischen menschlichen Harnen nachwiesen. 

In jiingster Zeit zeigte Decker?, daB nicht nur begrenzt mit Wasser 
mischbare, sondern auch die in jedem Verhiltnis mit Wasser misch- 


Aetioporphyrin- Porphyrinester 
x Deuteroporphyrin 
< Profoponphyrin ° 










Haemin 


06; x Cobalt-Protoporphyrin 
a5} -\ Koproporphyrin 
a4} ‘ 
Q3r 
* Uroporphyrin 
g2r 
gir Abb. 1. Beziehung der Anzahl der 





aig Meant each oda eA COOH-Gruppen zum Rr-Wert in 
23 8% 6 6 7 @ 3 2.6-Dimethy]l-pyridin/Wasser bei 
Zahl der COOH-Gruppen —> 25° (1:1). Laufzeit 12 Stunden. 





baren*organischen Lésungsmittel fiir die Papierchromatographie ver- 
wendbar sind. 

Als Lésungsmittel fiir Porphyrine priiften wir daher auch solche 
Lésungsmittel. Befriedigende Resultate wurden lediglich mit Pyridin 
und seinen Derivaten erzielt*?. Die Lésungsmittel wurden durch Destil- 
lation gereinigt. Es wurden folgende Fraktionen verwendet: 

Pyridin, 103° bis 105°, 

«-Picolin, 124° bis 127°, 

2.6-Dimethyl-pyridin, Lutidin 140°, 

2.4-Dimethyl-pyridin, Lutidin 155° bis 160°. 
Aus gleichen Griinden verwandten wir nur aqua bidest. als zweites 
Lésungsmittel. 
1 R.E.H. Nicholas u. A. Comfort, Biochem. J. 45, 208 [1949]; vgl. 
auch R. E. H. Nicholas u. C. Rimington, Biochem. J. 48, 306 [1951]. 

2 P. Decker u. W. Riffart, Chemiker-Ztg. 74, 261, 273 [1950]; es sei hier 
——e Herrn Dr. Decker fiir Anregungen und Hilfe bei Beginn der Arbeit 

E) e 


®. ® Pyridin u. Derivate wurden von der Gesellschaft fiir Teerverwertung 
G.m.b.H., Duisburg-Meiderich, bezogen. 
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Auch Alkali-Ionen kénnen das Chromatogramm stéren, da diese 
selbst chromatographisch trennbar sind. Vergleichende Untersuchungen 
zeigten, daB namentlich bei den freigesetzten Porphyrinen eine Wande- 


rung nur eintrat, wenn das Lésungs- 
mittel oder die Atmosphire Ammo- 
niak enthielt. 
Untersucht wurden folgende Por- 
phyrine und Porphyrinkomplexe*: 
Protoporphyrin, Mesopor- 
phyrin und Deuteropor- 
phyrin (simtlich aus Haemin 
dargestellt), 
KoproporphyrinI und Aetio- 
porphyrin I (beide syntheti- 


siert), 

Uroporphyrin (aus Porphyrin- 
harn), 

Haematoporphyrin (Photo- 


dyn der Nordmark-Werke), 
Haemin (aus Haemoglobin dar- 
gestellt), 
Kobalt-Protoporphyrin. 
Es zeigte sich, daB die Trennung 
der einzelnen Porphyrine mit Hilfe 
der Papierchromatographie sehr gut 
durchzufiihren ist. Die Ry-Werte (Ry 
= Verhiltnis der Steighéhe der betr. 
Substanz zur Steighdhe des Lésungs- 
mittels) sind umgekehrt proportional 
der Zahl der COOH-Gruppen der ein- 
zelnen Porphyrine (s. Abb. 1). 

Es gelingt mittels dieser Methode, 
Mengen von 2—3,y Porphyrin noch 
nachzuweisen und den jeweiligen Ry- 
Wert festzulegen. Damit bedeutet 
diese Methode einen wesentlichen 
Fortschritt gegeniiber friiheren Me- 
thoden. Insbesondere wird die Tren- 
nung der biologisch wichtigen Por- 


sig” —— Steighdhe des 

he Fldéssigkeits- 
Gemisches 
Atioporphyrin 
(u. Porphyrin- 
ester) 


Protoporphyrin 





Hamin 


Koproporphyrin 





Uroporphyrin 





a a Ausgangspunkte 
Abb. 2. Papierchromatographische 
Analyse eines Porphyringemisches 
mit 2.6-Dimethyl-pyridin-Wasser 
1:1 in Ammoniak-Atmosphare. 


phyrine (Koproporhpyrin, Uroporphyrin, Protoporphyrin) erméglicht. 
Abb. 2 zeigt das Ergebnis der papierchromatographischen Analyse 


des Porphyringemisches. 





4 Fiir die frdl. Uberlassung 


haben wir Herrn Prof. Dr. W. Siedel (Frankfurt- 


Hochst) und Herrn Prof. Dr. A. Treibs (Org.-Chem. Institut der T. H. Miinchen) 


zu danken. 
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Eine Trennung der Isomeren ist bisher mittels der Papierchromato- 
graphie noch nicht gelungen. Bei bestimmten Lutidin-Wasser-Konzen- 
trationen findet sich jedoch bei Uro- und Koproporphyrin eine Auf- 
teilung in zum Teil schwichere Unterfraktionen, die vielleicht Struktur- 


isomere anzeigt. 


Herrn Prof. Dr. A. Treibs, Organ.-Chem. Institut der Techn. Hochschule 
Miinchen, danken wir fiir wertvolle Anregungen. 


Beschreibung der Versuche 


Methodik: Die zu untersuchende Substanz wird auf einen Bogen Filter- 
papier Nr. 2043b (Fa. Schleicher & Schiill) von der GréBe 30 x 40 cm aufgetropft. 
TropfengréBe 0,001 bis 0,003 ccm. Abstand des Tropfens vom unteren Rand 3 cm, 
des ersten und letzten Tropfens vom seitlichen Rand 5 cm. Abstand der einzelnen 
Tropfen nicht weniger als 2cm. Zur Anwendung kam die aufsteigende Form der 
Chromatographie. Dazu wurde aus dem Filterbogen ein Zylinder gebildet, in dem 
aus den seitlichen Randern Laschen geschnitten wurden. Diese wurden vernaht. 
Damit wird seitliches Uberdecken der aneinander stoBenden Rander vermieden, 
und es tritt kein seitliches ZerflieBen der Proben ein. Der Zylinder wird in eine 
Petrischale mit dem o_o gestellt. Weitere kleine Papierzylinder finden 
innerhalb des ersten Platz. rdecken mit einer dichtschlieBenden Glasglocke, 
nachdem ein Schalchen mit 25% NH,OH dazugestellt wurde. Der Papierzylinder 
darf die Seitenwand der Petrischale nirgends beriihren. Abheben des Glaszylinders 
wabrend der Laufzeit muB wegen Anderung der gesittigten Atmosphare ver- 
mieden werden. GréBere Schwankungen der Temperatur wirken sich ungiinstig 
aus. Ganz allgemein fiihrt Temperaturzunahme zu einer Verlangsamung der Steig- 
geschwindigkeit. Insbesondere muB8 einseitige Erwirmung, etwa durch in der 
Nahe brennende Flammen vermieden werden. 

Die Glocke wird mit Papier abgedeckt, direkte Bestrahlung durch Sonnen- 
licht muB vermieden werden. So fand sich einmal bei Durchfiihren der Chromato- 
graphie am Sonnenlicht, daB eine Probe frisch gespaltenen Uroporphyrins zum 
Schlu8 nicht mehr nachweisbar war, im Gegensatz zu dem im Schatten gelaufenen. 
Bei einem Hamatoporphyrin- und einem Protoporphyrinpraparat trat intensive 
Griinfarbung nach Lichteinwirkung auf. Diese Stellen zeigten nicht mehr das 
charakteristische Absorptionsspektrum fiir Porphyrine®. Durchschnittlich war 
eine Laufzeit von 12—16 Stdn. erforderlich. Bei einer Raumtemperatur von 
19—25° C wurden verhialtnismaBig gleichmaBige Steigwerte erzielt. 

Die in Praparatenglaschen aufbewahrten Porphyrinproben wurden in 
geléstem Zustand durch Einsetzen in den mit Léchern versehenen Deckel einer 
kleinen Pappschachtel vor Licht geschiitzt. Nach dem Auflésen der einzelnen 
Proben wurden diese nicht langer als 2 Tage verwandt. Namentlich die frisch ge- 
spaltenen Proben sowie Protoporphyrin zeigten rasche Zersetzung und Abnahme 
der Fluoreszenz. Uro- und Koproporphyrin-methylester wurden mit 7-n.HCl 
bei Raumtemperatur wahrend 24—36 Stdn, verseift. Nach der Verseifung wurde 
das salzsaure Uro- und Koproporphyrin iiber Atznatron eingedampft und in 
2-n.NH,OH aufgenommen. Bei der Spaltung tritt ein Verlust von etwa 50 bis 
70% ein. 

Die verwendeten Porphyrine wurden zunichst durch Messung ihres Ab- 
sorptionsspektrums identifiziert. 

Je 50 y wurden in 1,6 ccm Lutidin bzw. Chloroform gelést und in einer Kiivette 
mit der Schichtdicke 0,5 cm spektroskopiert (Tab. 1). 


5 H. Giinther, Ergebn. Pathol. 20, 1, 608 [1922]; H. Fischer u. F. Kégl, 
diese Z. 181, 241 [1923]; Vanotti, Porphyrine und Porphyrinkrankheiten. 
J. Springer-Verl. 1937, S. 20. 
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Die papierchromatographische Analyse dér Porphyrine 


Tab. 1. Absorptionsspektrum der verwendeten Porphyrine 
jin Lutidin und Chloroform 








Uroporphyrin 621,0—614,9  566,9—553,7 531,9—522,6 500,3—483,9 
Koproporphyrin 621,9—610,8 582,3—569,6 540,5—525,2 503,6—483,6 
Protoporphyrin- 
Kobalt 574,1—562,0 540,3—625,6 

Hamin 554,3—535,8 504,4—478,4 
Protoporphyrin 633,0 627,2 576,9—569,1 544,6—530,2 500,9—493,5 
Mesoporphyrin 624,1—615,3 568,8—560,1 534,7—522,3 504,8—486,9 
Deuteroporphyrin  622,1—615,3 565,9—560,0 531,9—519,6  503,1—486,4 
Uro-ester 625,8—619,0 571,3—562,4 537,9—526,9 505,9—488,9 
Kopro-ester 622,4—615,6 567,2—560,4 533,4—523,3 505,5—486,8 
Hamatoporphyrin 623,9—618,3 574,8—563,3 537,7—524,4 505,7—484,5 
Atioporphyrin 617,9—606,1  565,4—553,7 631,4—522,4  500,2—485,1 


Die Chromatographie der Substanzen wurde bei 25° C mit einem 2.5-Dimethyl- 
pyridin-Wassergemisch von 1:1 im Ammoniak-Atmosphare vorgenommen. Wir 
fanden, daB die Steighdhe der Porphyrine umgekehrt proportional ihrer Anzahl 
an Carboxylgruppen ist. Die Ester und Atioporphyrin’ zeigten dieser Gesetz- 
maBigkeit entsprechend einen Ry-Wert von 1,0. 

Wir fanden fiir Protoporphyrin-Cobalt einen Rr-Wert von 0,6. 

Bei Uroporphyrin, Kopro- und Protoporphyrin zeigte sich, daB eine bessere 
Wanderung und mnung bei zunehmender Wasserkonzentration erzielt wird. 
Dabei tritt gleichzeitig eine bessere Abgrenzung der Maxima und Vermeidung der 
Streifenbildung ein. Erhéhung der Wasserkonzentration iiber eine bestimmte 
Grenze hinaus fiihrt zu einer Annaherung der Rr-Werte der Substanzen mit 
unterschiedlicher Anzahl von Carboxyl-Gruppen. Den kleinsten Bereich von 
zur Trennung wirksamen Konzentrationen zeigt das Pyridin. Hier liegen bei der 
allein anwendbaren Konzentration von 40% Wasser und 60% Pyridin die Rr- 
Werte so nah aufeinander, daB eine Abgrenzung gegen etwaige zur Darstellung 
kommende unbekannte Fraktionen, deren Ry-Wert zwischen dem der bereits 
bekannten liegen kénnte, in Frage gestellt ist. «-Picolin hat bereits ein breiteres 
Spektrum wirksamer Gemische. 2.6-Dimethyl-pyridin ergab gute Trennung bei 
einer Konzentration 1:1. Da eine Entmischung bestimmter Konzentration 
Lutidin-Wasser erst bei 40° C eintritt, ist es gut zu verwenden. — 2.4-Dimethy]l- 
pyridin ist nur im Bereich zwischen 5—17°C in jedem Verhaltnis mit Wasser 
mischbar. Die kritische Temperatur zur Entmischung wird bei Wasserkonzen- 
trationen tiber 60% zu leicht erreicht. Tritt Entmischung ein, so ist Schlieren- 
bildung auf dem Chromatogramm die Folge. Auch hier wurde die beste Trennung 
bei dem Verhiltnis 1:1 erzielt.; 


Tab. 2. Ry-Werte der Porphyrine und Porphyrin-Komplexe 
in 2.6-Dimethyl-pyridin und Wasser (1:1) bei 25°C 











Zahl der COOH-Gruppen | Rr 
Uroporphyrin 8 0,26 
Koproporphyrin 4 0,54 
Kobalt-Protoporphyrin 2 0,6 
Hamin 2 0,7 
Protoporphyrin 2 0,84 
Mesoporphyrin 2 0,86 
Hamatoporphyrin 2 0,87 
Deuteroporphyrin 2 0,88 
Atioporphyrin 0 1,0 
Porphyrinester 0 1,0 
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Atioporphyrin und die Ester zeigten bei geringer Wasserkonzentration beste 
Wanderung und scharfste Begrenzung. Athioporphyrin zeigte stets starkere 
Streifenbildung und léste sich bei Wasser-Konzentration von 50% ab nur noch 
in Spuren. Die Steigwirkung der Porphyrine wird durch ihre hydrophilen Gruppen 
bestimmt. Entsprechend ihrer Struktur kénnen die Porphyrine unter bestimmten 
Bedingungen als Saéuren oder schwache Basen wirken. 

In Tab. 2 finden sich die Rr-Werte der untersuchten Porphyrine und Por- 
phyrin-Komplexe in 2.6-Dimethyl-pyridin und Wasser (1:1) bei 25°C. 


Zusammenfassung 

1. Die papierchromatographische Analyse der Porphyrine, Por- 
phyrinester und der Porphyrinmetall-Komplexe wird beschrieben. 
Untersucht wurden Uroporphyrin, Koproporphyrin, Protoporphyrin, 
Mesoporphyrin, Deuteroporphyrin, Himatoporphyrin, Atioporphyrin, 
Porphyrinester, Eisen-Protoporphyrin und Kobalt-Protoporphyrin. 

2. Die Trennung der einzelnen Porphyrine bzw. Porphyrinmetall- 
Komplexe gelingt leicht mit Pyridin bzw. Lutidin-Wasser-Systemen. 
Der wesentliche Einflu8 auf die Steighéhe der Porphyrine scheint der 
Anzahl an COOH-Gruppen zuzukommen. Die Porphyrinester koénnen 
nicht getrennt werden, ihr Ry-Wert ist immer wie der des Atio- 
porphyrins = 1. 

t 3. Wahrend die Trennung der verschiedenen Porphyrine leicht 
durchfiihrbar ist, ist uns eine Trennung der einzelnen Isomerentypen 
(I und ITI) bisher noch nicht mit Sicherheit gelungen. Bei Uro- und 
Koproporphyrin konnte jedoch eine Aufteilung in zum Teil schwichere 
Unterfraktionen beobachtet werden, welche mdglicherweise auf die 
Strukturisomerie zuriickzufihren ist. 


Nucleoprotamin 
II. Mitteilung 
Von 
K. Felix, H. Fischer, A. Krekels und R. Mohr 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14, September 1951) 


Im vergangenen Herbst nahmen wir die Laichzeit der Bachforelle 
(Salmo trutta, nach neuerer Nomenklatur 7'rutta fdrio L.) und des kanadi- 
schen Bachsaiblings (Salmo fontinalis Mitch.) wahr, um auch aus den 
Spermatozoen dieser Forellenarten die Nucleoprotamine darzustellen. 
Die Milch wurde in der friiher beschriebenen Weise! gesammelt und 
aufgearbeitet, mit dem kleinen Unterschied, da8 wir dem Wasser, mit 


1 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]. 
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dem die zentrifugierten Kerne gewaschen wurden, keine Zitronensiure 
zusetzten, um auch die geringste Beeinflussung der Gestalt und Zu- 
sammensetzung der Kerne zu vermeiden. 

Zur Plasmolyse verwandten wir viel eiskaltes, destilliertes Wasser 
und erhielten so beim Zentrifugieren ein lockeres Sediment von mikro- 
skopisch unveranderten Kernen, das keine Millon-Reaktion gab und im 
Warburg-Versuch keinen Sauerstoff verzehrte. Die gewaschenen Kerne 
lésten sich vollstaindig in 10-proz. Kochsalzlésung und fielen beim Ein- 
gieBen dieser Lésung in Wasser wieder als eine faserige Masse aus. 

Hinsichtlich des Gehaltes an Stickstoff, Phosphor und Arginin 
waren Kerne und Fasermasse auch in diesem Falle gleich zusammen- 
gesetzt. Die Mutterlauge der Fasern war praktisch frei von Stickstoff, 
so daB das gesamte Material aus den Kernen in die Fasermasse tiber- 
gegangen war. Somit scheinen auch diese durch Plasmolyse gewonnenen 
Kerne nur aus Nucleoprotamin zu bestehen. 


Zusammensetzung des Kernsedimentes und der Kernfasermasse 




















N bi Arg. P/Arg 
Kernsediment 19,80 5,72 3,46 1: 0,95 
Bachforelle 
Kernfasermasse 19,67 5,71 3,44 1: 0,94 
Kernsediment 19,78 5,88 3,36 1: 0,92 
Bachsaibling 
Kernfasermasse 19,67 5,73 3,43 1: 0,94 








Aus der Kernfasermasse wurden nach dem in der ersten Mitteilung 
beschriebenen Verfahren! die Nucleinsiure und das Protamin dar- 
gestellt. 

Die Nucleinsaéure ist in beiden ausschlieBlich Desoxyribonuclein- 
siure. Die der Bachforelle enthielt 15,46°% N und 8,90% P, die des 
Saiblings 15,20% N und 8,93% P. Das Verhiltnis N/P betrug 1,73 
bzw. 1,69. Im Hydrolysat beider finden sich nach dem Papierchromato- 
gramm keine Aminoséuren, abgesehen von einer Spur Glykokoll, das 
aber sekundar bei der Siurehydrolyse aus den Purinen entstanden war. 

Die Protamine wurden als Hydrochloride gewonnen und analysiert. 
Das der Bachforelle enthielt 24,64°% N und das des Saiblings 24,34% N. 
Nach dem Papierchromatogramm kommen in beiden die gleichen 
Aminosauren vor, némlich Arginin, Glykokoll, Alanin, Serin, Valin und 
Prolin. Nach der GréBe und Intensitit der Ninhydrinflecke stehen sie 
auch im gleichen Verhiltnis zueinander. Auch die iibrigen Analysen 
sind innerhalb der Fehlergrenzen gleich ausgefallen, und so ist es wohl 
kein Zufall, daB diese beiden Forellenarten sich kreuzen lassen, die 
anderen von uns bis jetzt untersuchten dagegen nicht.Allerdings konnen 
sich die Bastarde nicht mehr fortpflanzen, so daB doch zwischen den 
beiden Spermatozoenarten Unterschiede bestehen miissen, die vor- 
laufig noch nicht zu erkennen sind. 
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Da wir von den Saiblingen relativ viel Milch gewinnen konnten, 
haben wir auch noch den Spermaliquor und die Cytoplasmafraktion 
der Spermatozoen untersucht. 


Der Liquor wurde durch Abzentrifugieren der Spermien gewonnen. 
Es ist eine klare, leicht gelblich gefarbte Fliissigkeit, die frei von Zellen 
ist, 1,76% N und 0,43% P enthalt. Das Verhiltnis N/P betragt 4,19. 

Die Cytoplasmafraktion ist in der Fliissigkeit enthalten, die ver- 
bleibt, wenn die Kerne nach der Plasmolyse abzentrifugiert werden. 
Sie wurde zuniachst weit eingeengt und dann im gefrorenen Zustand 
getrocknet, wobei ein leicht gelbliches Pulver verblieb, das 10,39%% N 
und 4,25% P enthielt Aus ihm wurde die Nucleinsiure mit Trichlor- 
essigsiure extrahiert und analysiert. Es war nur Ribonucleinsaure vor- 
handen (9,5%). Alle Reaktionen auf Desoxyribonucleinsiure waren 
negativ. Von der Nucleinséure des Kerns war also bei der Plasmolyse 
nichts in die Cytoplasmafraktion iibergegangen. 

Nach dem Papierchromatogramm kommen in der Cytoplasma- 
fraktion folgende freien Aminosdéuren vor: Alanin, Valin, Isoleucin, 
Tyrosin, Asparaginséure und Glutaminsiure. 

SchlieBlich haben wir noch untersucht, in welchen Fraktionen des 
Saiblingsspermas sich Adenosintriphosphatase und Phosphormono- 
esterasen finden, mit dem Resultat, daB in den Kernen keines dieser 
Fermente enthalten ist und die gesamte Phosphataseaktivitét im Cyto- 
plasma auftritt. Diese Untersuchung wurde an Sperma von Regenbogen- 
forellen dieses Friihjahrs mit demselben Ergebnis wiederholt. 

AuBerdem haben wir berechnet, wieviel Nucleinsiure und Nucleo- 
protamin durchschnittlich ein einzelner Kern der Saiblingsspermatozoen 
enthalt. Dazu wurde eine kleine Menge des getrockneten Kernsediments 
in einer bestimmten Menge Wasser gleichmafig suspendiert, in einem mm? 
in der Thoma-Zeiss-Zaihlkammer die Anzahl der Kerne ermittelt und 
in aliquoten Teilen Stickstoff und Phosphor bestimmt. Nach der Stick- 
stoff- wie nach der Phosphorbestimmung enthilt ein Kern im Mittel 
8,6 x 10-* mg Nucleoprotamin bzw. 5,5 x 10-* mg Nucleinsiure. Die 
Werte liegen in der gleichen GroéBenordnung wie die, welche die beiden 
Vendrely? sowie Mirsky und Ris* gefunden haben. 


Beschreibung der Versuche 


1. Zellkerne aus den Spermatozoen von kanadischem Bachsaibling 
und Bachforelle 


Wie bereits erwahnt, wurden die Kerne nach dem friiher beschriebenen 
Verfahren dargestellt und analysiert. Die mit Aceton behandelten reinen Zellkerne 
wurden iiber P,O, im Vakuum,bei 100°C getrocknet. 


2 R. Vendrely u. C. Vendrely, 1st Internat. Congress of Biochemistry, 
Cambridge 1949; Experientia [Basel] 4, 424 [1949]. 
3 A. E. Mirsky u. H. Ris, Nature [London] 168, 665 [1949]. 
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N: Saibling Bachforelle 
Einwaage in mg 15,7 12,4 7,6 12,4 
n/20-H,SO, in com! 4,45 3,51 2,16 3,49 
gef. N in mg 3,11 2,46 1,51 2,44 
19,84%  19,72% 19,89%  19,71% 
a Mittel 19,78% 19,80% 
Einwaage in mg 7,9 4,2 3,9 6,2 
Extinktion 0,416 0,221 0,194 0,298 
gef. P in mg 0,465 0,250 0,220 0,360 
5,88% 5,88% 5,64% 5,80% 
Mittel 5,88% 5,72% 
Arginin: 
Einwaage in mg 125,5 74,4 
Flavianat in mg 107,0 63,4 
Arginin in mg 38,2 22,63 
80,44% 80,42% 
N/P: 3,36 3,46 
P/Arginin: 1: 0,92 1: 0,95 
Millon-Reaktion: negativ negativ 


2. Kernfasermasse (Nucleoprotamin) 


Die Kerne wurden in 10-proz. Kochsalzlésung gelést, mit Wasser gefallt und 
durch Alkohol-Ather, dann im Hochvakuum bei 100°C iiber PO, getrocknet. 


N: Saibling Bachforelle 
Einwaage in mg 11,6 10,7 10,4 8,9 
n/20-H,SO, in ccm 3,27 3,0 2,95 2,48 
gef. N in mg 2,29 2,11 2,07 1,74 
19,73%  19,62% 19,85%  19,50% 
m Mittel 19,67% 19,67% 
j Einwaage in mg 5,7 5,3 51% 6,3 
Extinktion 0,272 0,268 0,262 0,303 
gef. P in mg 0,325 0,305 0,295 0,355 
5,70% 5,76% 5,78% 5,64% 
Mittel 5,738% * 641% 
Arginin: 
Einwaage in mg 83,7 53,9 
Flavianat in mg 70,7 45,6 
Arginin in mg 25,2 16,3 
80,15% 80,20% 
N/P: 3,43 3,44 
P/Arginin: 1: 0,94 1: 0,94 


Die Nucleoprotamine wurden dann, wie friiher beschrieben, in Nucleinséiure 
und Protamin zerlegt und getrocknet. 


3. Desoxyribonucleinsaure 


N: Saibling Bachforelle 
Einwaage in mg 9,3 9,2 10,9 Pe 
n/20-H,SO, in com 2,02 2,01 2,34 1,71 
gef. N in mg 1,41 1,40 1,64 1,19 
15,20%  16,21% 15,38%  15,55% 
Mittel 15,20% 15,46% 


4 R.1.L. Allen, Biochem. J. 80, 858 [1940]. 





K. Felix, H. Fischer, A. Krekels und R. Mohr, 





Bd. 289 (1951) 









































14 
gs Saibling Bachforelle 
Einwaage in mg 6,0 6,8 3,6 5,5 
Extinktion 0,451 0,499 0,280 0,410 
gef. P in mg 0,545 0,600 0,321 0,490 
9,08%, 8,82% 8,89% 8,91% 
Mittel 8,938% 8,90% 
N/P: 1,69 1,73 
4 
1 | 
| | | 
10'—-* 5g Na-Nucleinat i, 100cm4H,0 
&-——-« 5myg Nucleoprotamin i. 100cm910%Nact 
Q9'- em-—-—° Fmg Zellkerne i. 10cm? 10%Nall 
Wrorecenenst * 50 mg Protamin-HC1 in 100cm5H,0 
rat 
Of ae Peer 
g7r 
06 
05 = 
OY 
03 
02 
gir 
200 


Abb. 1. Absorptionsspektren der dargestellten Substanzen. 


Priifung auf Verunreinigung mit EiweiB oder Aminosiuren: 

Je 20mg DNS wurden mit 20-proz. Salzsiure in zugeschmolzener Ampulle 
30 Stdn. bei 120°C hydrolysiert, der von Salzsiure befreite Riickstand in 1 ccm 
Wasser gelist und hiervon Papierchromatogramme angefertigt (je 10 und 20 mm? 
auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043b). Als einzige Aminosiure war Glykokoll 
nachzuweisen, das bei der Zersetzung der Purine sekundir entstanden ist. 


4. Protaminhydrochloride 


N: Saibling 
Einwaage in mg 8,4 
n/20-H,SO, in ccm 2,92 
gef. N in mg 2,04 

24,34%, 

Mittel 24,34% 





Bachforelle 
1,2 5,9 
2,53 2,08 
1,77 1,45 
24,60% 24,68% 
24,64% 
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Papierchromatographie der Hydrolysate: Je 2mg der Protamin- 
hydrochloride von Saibling und Bachforelle wurden mit 5 ccm 20-proz. Salzsaiure 
36 Stdn. bei 120°C in zugeschmolzener Ampulle hydrolysiert. Der von Salzsiure 
weitgehend befreite glashelle Riickstand wurde in jeweils 1 ccm Wasser gelést 
und hiervon Papierchromatogramme auf Schleicher & Schiill-Papieren Nr. 598 g/L 
u. 2043b angefertigt. Die Aminoséuren wurden aus zweidimensionalen Chromato- 
grammen durch Mischchromatographie identifiziert. In beiden kommen die gleichen 
Aminosiuren vor. Aus GréBe und Intensitét der Ninhydrinflecke der einzelnen 
Aminosauren, die aus zahlreichen Chromatogrammen mit verschiedener Hydrolysat- 
konzentration aus beiden Protaminen gleichmaBig erhalten wurden, lieB sich das 
Verhaltnis der einzelnen Aminosaéuren zueinander abschitzen: 

Glykokoll2 Alanin 2 Prolin 65 

Serin 3 Valin 5 Arginin 50 


Nucleoprotamin II 








5. Absorptionsspektren der Zellkerne und ihrer Bestandteile 
Zellkerne, Nucleoprotamin, Nucleinsiure und Protamin wurden in der an- 
gegebenen Weise gelést und im Beckman-Spektrophotometer gemessen. 
Zellkerne, Nucleoprotamin und Nucleinsaure haben ihr Absorptionsmaximum 
bei 258 mu. 


6. Atmungsversuche mit Saiblingsperma und -zellkernen 
Vollsperma und frisch isolierte Zellkerne wurden in Froschringerlésung ohne 
und mit Zusatz von 0,05% Glucose suspendiert und ihr Sauerstoffverbrauch 
im Warburg-Apparat bei 25° C gemessen. Die Ablesung erfolgte nach 60 Minuten. 


mm* QO, 

1. 5ccm Ringerlésung + 0,05% Glucose ... 0,0 0,0 
2. lcecm Sperma (gleich 14,7 mg N) 

+ 4ccm Ringerlisung .......... 61,5 70,0 
3. lccm Sperma (gleich 14,7 mg N) 

+ 4ccm Ringerlésung 

+- 0,05% Glucdse ........2 08. 88,0 101,0 
4. 1ccm Kernsuspension (gleich 4,0 mg N) 

+ 4ccom Ringerlisung .......... 0,0 0,0 
5. lccm Kernsuspension (gleich 4,0 mg N) 

+ 4ccm Ringerlésung 

+ 0,05% Glucose ..........6.. 0,0 0,0 


7. Verteilung der Phosphataseaktivitat 


Im vergangenen Herbst wurde qualitativ untersucht, wie sich die Phos- 
phatasen auf Kern und Cytoplasma verteilen. Wie bereits im allgemeinen Teil 
erwihnt, waren alle Phosphatasen im Cytoplasma. In diesem Friihjahr wurden 
die Versuche an den Spermatozoen der Regenbogenforelle quantitativ wiederholt. 


Adenosintriphosphatase 


Nach der Methode von Stern und Mitarbb.® wurden 0,25 com der Ferment- 
lésung oder -suspension, die etwa 8 mg N pro ccm enthalten soll, mit 1 ccm einer 
0,001-m. Lésung von ATP in Wasser, 1,1 ccm Boratpuffer (0,05-m. Borsaéure 
+ 0,08-m. NaOH) py 8,6 und 0,05 ccm einer 0,1-m. CaCl,-Lésung versetzt, gut 
durchmischt und 60 Min. bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch 
4,6 ccm 20-proz. Trichloressigsiure unterbrochen, das ausgefallene EiweiB ab- 
zentrifugiert und ein aliquoter Teil des Uberstandes zur Phosphorbestimmung 
nach Allen‘ verwandt. 


5 K. G. Stern, G. Goldstein u. H. G. Albaum, J. biol. Chemistry 188, 
273 [1951]. 
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In jeweils zwei auf die gleiche Weise behandelten Kontrollansétzen wurde 
einmal an Stelle der Fermentlésung, das andere Mal an Stelle von ATP destilliertes 
Wasser vorgelegt. Die in diesen Leerversuchen ermittelten Phosphormengen 
wurden von denen des Hauptversuchs abgezogen. 

Vollsperma: 0,5 ccm frisches Sperma wurden mit Wasser auf 1 ccm ver- 
diinnt, hiervon je 0,25 com — entspr. 1,94 mg N — zur Bestimmung entnommen. 





gef. P: Hauptversuch 0,02 mg P 0,022 mg P 

Leerwert® 0,012 mg P 0,012 mg P 

in 3cem Uberstand 0,008 mg P — mg P 
bezogen auf 10mg N 100 P 118P 


Zellkerne: 0,25 ccm einer waBrigen Kernsuspension — entspr. 1,96 mg N — 
wurden zur Bestimmung verwandt. 
gef. P: Hauptversuch 0,0 0,0 
Leerwert 0,0 0,0 
Cytoplasmafraktion: 300 mg trockener Cytoplasmafraktion wurden in 
3°cem Wasser suspendiert und hiervon 0,25 com — entspr. 1,68 mg N — zur Be- 
stimmung entnommen. 


gef. P: Hauptversuch 0,152 mg P 
Leerwert® 0,114 mg P 

in 3ccm Uberstand 0,038 mg P 
bezogen auf 10 mg N 524 . 


Phosphomonoesterasen 


Es wurde die Methode von Huggins und Talalay’ angewandt. Sie beruht 
auf der Spaltung von Phenolphthaleindiphosphorsiure bei pg 5,4 durch saure, 
und bei pg 9,7 durch alkalische Phosphatase. Nach 2-stdg. Inkubation bei 37° C 
wird das freigesetzte Phenolphthalein photometrisch (Leitz-Photometer, Filter 550) 
ermittelt. Da 1 Mol. Phenolphthalein 2 Mol. Phosphor entsprechen, kann leicht 
auf dieses umgerechnet werden. 

Vollsperma: Je 0,5 ccm Vollsperma — entspr. 7,75 mg N — wurden zur 
Bestimmung eingesetzt. 


freigesetztes berechneter 
Phenolphthalein Phosphor 
Pu 5,4: 0,2725 mg 0,053 mg 
0,255 mg 0,049 mg 
PH 9,7: 0,0087 mg 0,0017 mg 
0,010 mg 0,0019 mg 
bezogen auf 10 mg N: Saure Alkalische 
Phosphatase Phosphatase 
68,4 P 2,2 P 
64,0 P 2,5 P 


Zellkerne: Je 0,5 ccm einer waBrigen Suspension — entspr. 7,84 mg N — 
wurden zur Bestimmung eingesetzt. 
freigesetztes berechneter 
Phenolphthalein Phosphor 
py 5,4: 0,0 0,0 
Py 9,7: 0,0 0,0 
Cytoplasmafraktion: Je 0,5 ccm einer wiBrigen Cytoplasmasuspension — 
entspr. 3,35 mg N — wurden zur Bestimmung eingesetzt. 


® Das von uns verwandte ATP der Fa. Henning, der an dieser Stelle ge- 
dankt sei, ergab keinen Leerwert. Der angegebene Leerwert ergab sich aus dem 
Kontrollansatz ohne ATP. 
’ C. Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399 [1947]. 
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freigesetztes berechneter 
Phenolphthalein® Phosphor 
Py 5,4: 0,150 mg 0,029 mg 
Py 9,7: 0,055 mg 0,010 mg 
bezogen auf 10 mg N: Saure Alkalische 
Phosphatase Phosphatase 
87,0 P 32,0 P 


8. Liquor des Saiblingsspermas 


100 ccm Saiblingssperma wurden 5 Min. hochtourig zentrifugiert. Hierbei 
schieden sich die Spermatozoen als reinweiBes, verklebtes Sediment ab. Der iiber- 
stehende Liquor ist eine klare, etwas gelblich gefirbte Fliissigkeit, die sich bei 
mikroskopischer Untersuchung als vollkommen zellfrei erwies. Es wurden etwa 
80 cem Fliissigkeit erhalten, die aus dem gefrorenen Zustand getrocknet wurden. 
Zur Analyse wurde im Vakuum iiber P,O; bei 100°C getrocknet. 


N: 
Einwaage in mg 7,9 7,1 
n/20-H,SO, in com 0,21 0,17 
gef. N in mg 0,147 0,11 
186% 1,67% 
Mittel 1,76% 
rs Einwaage in mg 4,3 7,8 
Extinktion 0,018 0,036 
gef. P in mg 0,017 0,035 
0,40% 0,45% 
Mittel 0,48% 
N/P: 4,19 


9. Cytoplasmafraktion der Saiblingsspermatozoen 


Nach vorausgegangener Plasmolyse wurden die iiberstehenden Lésungen 
der Zellkernsedimente vereinigt und im Vakuum bei 40°C bis fast zur Trockne 
eingeengt. Der Sirup wurde dann aus dem gefrorenen Zustand vdllig getrocknet. 
Es hinterblieb ein gelbliches Pulver. Zur Analyse wurde eine Probe im Vakuum 
iiber P,O; bei 100°C zur Gewichtskonstanz gebracht. 


N: 
Einwaage in mg 8,9 9,7 
n/20-H,SO, in com 1,3 1,45 
gef. N in mg 0,91 1,02 
10,22% 10,56% 
Mittel 10,98% 
P: 
Einwaage in mg 9,8 9,5 
Extinktion 0,356 0,336 
gef. P in mg 0,420 0,400 
4,28% 4,22% 
Mittel 4,25% 


Nucleinsaurebestimmung: 20mg wurden mit 4ccm 5-proz. Trichlor- 
essigsiure 30 Min. auf 95° C erhitzt. Es wurde hei8 abfiltriert und vom Extrakt 


8 Die Werte sind hier ungenau, weil trotz mehrmaligen Zentrifugierens keine 
vollig klaren Lésungen erhalten wurden. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 3 
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je lecm zur Ribonucleinsiure- und Desoxyribonucleinséure-Bestimmung ent- 


nommen. 
RNS?®: Filter 600 
Extinktion 0,332 0,332 
gef. RNS in mg 0,38 0,38 
9,5% 9,5% 
Mittel 9,5% 
DNS?°: Filter 620 
Extinktion 0,0 0,0 
gef. DNS 0,0 0,0 


Bestimmung der freien Aminosauren 


20 mg cytoplasmatischen Materials wurden mit insgesamt 3ccm 80-proz. 
Alkohol in kleinen Portionen extrahiert. Der klare Extrakt wurde zur Trockne 
gebracht, mehrfach mit wasserfreiem Ather extrahiert und schlieBlich in 0,2 ccm 
Wasser gelést. 25 mm* hiervon wurden zweidimensional auf Schleicher & Schiill- 
Papier Nr. 2043b chromatographiert. (Erste Dimension: Butanol/Kisessig-Gemisch ; 
zweite Dimension: Phenol/Ammoniak.) An freien Aminosdéuren fanden sich: 
Alanin, Valin, Isoleucin, Tyrosin, Asparaginsiure und Glutaminséure. Es fallt 
auf, daB das Cytoplasma kein freies Arginin, dagegen drei Aminosaduren enthilt, 
die nicht im Protamin vorkommen. 


10. Nucleoprotamin- und DNS-Gehalt eines einzelnen Kernes der 
~ §Saiblingsspermatozoen 

Eine kleine Menge der getrockneten Kerne wurde in 100 ccm Wasser gleich- 
maBig suspendiert. In der Thoma-Zeiss-Zahlkammer wurden die Kerne in 1 mm* 
gezahlt. Danach enthielt die Suspension 4,87 x 10* Kerne in 1 mm? bzw. 4,87 x 10° 
in 100 ccm. 10 ccm Suspension enthielten 0,24 (0,245; 0,234) mg P und 0,838 
(0,840; 0,835) mg N. 

Aus den Werten des N (19,67%) und des P (5,7%) fiir das Nucleoprotamin 
bzw. des P (8,9%) fiir die DNS ergibt sich fiir den einzelnen Kern ein Gehalt an 
Nucleoprotamin von 8,7 x 10-® mg. 


Auch bei diesen Versuchen hat uns Herr Heinrich Herzberger, Besitzer 
des Forellengutes bei Bad Homburg vor der Hohe, in der freundlichsten Weise 
geholfen und geférdert, wofiir wir ihm vielmals danken. 


Zusammenfassung 


Aus den Spermatozoen der Bachforelle und des kanadischen Bach- 
saiblings wurden die Zellkerne durch Plasmolyse isoliert. Sie scheinen 
nur aus Nucleoprotamin zu bestehen. 

Die Nucleoprotamine, Nucleinsiuren und Protamine wurden dar- 
gestellt und analysiert. Die Nucleinsiure ist ausschlieBlich Desoxyribo- 
nucleinséure. In den Nucleoprotaminen verhalten sich Arginin zu 
Phosphor wie 1: 1. 

Aus den Saiblingsspermatozoen wurde die Cytoplasmafraktion 
dargestellt; sie enthalt die gesamte Phosphataseaktivitat, ausschlieBlich 





® L. Hahn u. H. von Euler, Ark. Kem., Mineral. Geol., Ser. A 22, 1 [1946]. 
10 Z. Dische, Mikrochemie 8, 7 [1930]; diese Z. 192, 58 [1930]; G. Bergold 
u. L. Pister, Z. Naturforschg. 8b, 407 [1948]. 
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Ribonucleinséure, die mit heiBer Trichloressigsiure extrahierbar ist, 
keine Desoxyribonucleinsiéure und einige freie Aminoséiuren. 

Auch bei den Spermatozoen der Regenbogenforelle findet sich die 
Phosphataseaktivitét ausschlieBlich in der Cytoplasmafraktion. 


Nachtrag b. d. Korrektur: In der I. Mitteilung (diese Z. 287, 224 [1951] 
wurde leider ein Druckfehler iibersehen: Statt ,,Arginin/P“ muB es auf den 
Seiten 230 und 232 ,,P/Arginin“ heiBen. 


Uber einige den Nebennieren-Rindenhormonen 
verwandte Verbindungen 


Von 
Willy Logemann und Piernicola Giraldi 
Aus dem Institut ,,Carlo Erba“ per Ricerche Terapeutiche, Mailand 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Oktober 1951) 


Von zahlreichen Seiten ist versucht worden, die verschiedenartigen 
klinischen Formen der Arthritis auf eine gemeinsame Ursache zuriick- 
zufihren. Erst die Arbeiten iiber die Nebennieren-Rindenhormone und 
das adrenocorticotrope Hormon der Hypophyse haben es wahrschein- 
lich gemacht, daB fiir die arthritischen Erkrankungen eine Stérung im 
Hormonhaushalt der Nebenniere verantwortlich zu machen ist. 

Nach P. 8. Hench und E. C. Kendall! beeinflussen von den ver- 
schiedenen Nebennieren-Hormonen nur das 17-Oxy-11-dehydro-corti- 
costeron und das 17-Oxy-corticosteron das Krankheitsbild der Arthritis 
giinstig. Andere Autoren? haben auch beim Pregnenolon und dem 
21-Acetoxy-pregnenolon in klinischen Versuchen eine Wirksamkeit ge- 
sehen. Das an der OH-Gruppe am Kohlenstoffatom 3 oxydierte Pregne- 
nolon, das Pregnendion und das 21-Acetoxy-pregnenolon zeigen ja auch 
bemerkenswerterweise eine Aktivitét im Uberlebenstest bei neben- 
nierenlosen Ratten. 

Mit diesen Erkenntnissen wurde es médglich, systematisch Sub- 
stanzen mit ahnlichen funktionellen Gruppen im Tiertest oder auch in 
der Klinik zu priifen. Auf Grund der Beobachtung, da8 man mit Pregne- 
nolon bei Arthritis eindeutige Heilerfolge erzielt hat, haben wir* ver- 
sucht, durch Einfiihrung eines Sauerstoffatoms, allerdings nicht in den 
Ring C, sondern in den Ring B, es cortisonéhnlicher zu machen, aber 
ohne ins Auge fallende Verbesserungen zu erreichen. 

Die aus der Nebenniere isolierten Hormone haben entsprechend 
ihren funktionellen Gruppen in den mannigfachen Testen z. B. im 


1 E.C. Kendall, Chem. and Eng. News 28, 2074 [1950]. 
2 Vgl. die Zusammenfassung von F. WeiB, Gazz. med. ital. 59, 1 [1950]. 
3 W. Logemann u. P. Giraldi, Gazz. chim. ital. 81, 548 [1951]. 

o* 
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Uberlebenstest, im Everse-de Frémery-Test, im Kohlenhydratstoff- 
wechsel-Test und im Resorptions- und Ausscheidungstest von Natrium- 
Ionen eine unterschiedliche und z.T. entgegengesetzte Wirkung. 

Wenn man annimmt, daB das Pregnenolon und das 21-Acetoxy- 
pregnenolon im Organismus in Cortison iibergehen kénnen, dann scheinen 
die funktionellen Gruppen der gegen Arthritis wirksamen Nebennieren- 
Rindenhormone die Ketolgruppierung, die tertiire OH-Gruppe am 
Kohlenstoffatom 17 und ein Sauerstoffatom am Kohlenstoffatom 11 
zu sein. Bei synthetischen Analoga wire es ideal, wenn sie diese 3 Grup- 
pierungen beséBen. Aber vielleicht brauchen bei einfacher gebauten 
Verbindungen nicht alle funktionellen Gruppen vorhanden zu sein, 
um eine Antiarthritis-Wirkung hervorzurufen. Bei solchen vereinfachten 
Hormonmodellen wiirden dann evtl. andere Higenschaften der Rinden- 
hormone fehlen. Solche Analoga der Nebennieren-Hormone sind schon 
von verschiedenen Seiten synthetisiert worden, aber man hat die Sub- 
stanzen wohl noch nicht auf ihre Wirksamkeit gegen Arthritis geprift*. 

Wir berichten nun im folgenden iiber eine Reihe von aromatischen 
Verbindungen, die eine Ketol-Seitenkette enthalten. Die pharma- 
kologischen Untersuchungen wurden von Bianchi und Meli® in unserem 
Institut durchgefiihrt. Sie verwandten zwei Teste, die Diffusion von 
Phenolrot durch die Synovialmembran bei Kaninchen und die Diffusion 
von chinesischer Tusche im Bindegewebe der Haut von Albino-Ratten 
in Gegenwart von Hyaluronidase. Diese Priifungsmethoden sprechen 
sowohl auf Cortison als auch auf 21-Acetoxy-pregnenolon und Pregne- 
nolon an. 

Wir haben zunichst das Benzoyl-carbinolacetat (I), 
C,H;-CO-CH,O-COCH;, hergestellt. Nach Linnell und Roushdi* 
zeigt das freie Benzoylcarbinol im Uberlebenstest 1/,;,) der Aktivitit 
des Desoxycorticosterons. Weiterhin wurde das p-Acetoxy-benzoyl- 
carbinolacetat (II) untersucht, das als freies p-Oxy-benzoyl-carbinol 
im Uberlebenstest nach Linnell und Roushdi‘ nicht wirksam ist. 
Beide }Verbindungen verhalten sich bei den obenerwihnten Priifungs- 
methoden ahnlich wie die gegen Arthritis wirksamen Steroide. Daraus 
geht hervor, daB die Aktivitit im Uberlebenstest nicht parallel geht 
mit der Wirksamkeit im Arthritistest. Bei den beiden genannten Priifungs- 
methoden ist das p-Acetoxy-benzoyl-carbinolacetat sogar deutlich 
aktiver. 

Eigenartigerweise reizt das p-Acetoxy-benzoyl-carbinolacetat die 
Haut, insbesondere die Mundpartie, was man beim Verreiben im Morser 
besonders bemerkt. Um diese unangenehme EHigenschaft auszuschalten, 


4 W.H. Linnell u. I.M.Roushdi, Quart. J. Pharmac, Pharmakol. 14, 
270 [1941]; W. H. Linnell, D. W. Mathieson u. G. Williams, Nature [London] 
167, 237 [1951]; R. A. Khan u. W. H. Linnell, J. Pharmac. Pharmakol. 1, 230 
[1949]; W. C. J. Ross, J. chem. Soc. [London] 1945, 538; J. D. Billimoria u. 
N. F. Maclagan, Nature [London] 167, 81 [1951]. 

5 C. Bianchi u. A. Meli, Arch. Ital. Sci. Biol., im Druck. 
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haben wir an Stelle des leicht verseifbaren Phenolesters den entsprechen- 
den Phenolither hergestellt. Aber auch dieses p-Methoxy-berzoyl- 
carbinol-acetat reizt ebenso, so daB man annehmen muB, daB diese 
Reizung eine charakteristische Eigenschaft des ganzen Molekiils ist 
und nicht etwa der phenolischen Hydroxylgruppe zuzuschreiben ist. 

Nach diesen einfachen Verbindungen haben wir dann den Diphenyl- 
und den Stilbenkern, die ja auch bei den synthetischen Oestrogenen 
eine groBe Rolle spielen, durch die Ketocarbinol-Gruppe substituiert. 


J C co. ’ g \.cH:cH:Y co. ; 
¢<¢ ~< _POOCHOCOCH, < DCH:CH< _ co CH,0-COCH, 


Il. IV. 


Das p-Diphenyl-keto-carbinolacetat (III) war schon durch 
die Arbeit von Drake u. Bronitsky® bekannt. Bei der Herstellung 
von Styryl-benzoyl-carbinolacetat (IV) gingen wir von der 
Stilben-carbonséure-(4) aus, die von Bell und Waring?’ nach der 
Meerweinschen Methode® aus diazotierter p-Amino-benzoesiéure und 
Zimtséure in Gegenwart von Kupferchlorid dargestellt worden war. 
Die Saéure wurde tiber das Saurechlorid und Diazoketon in das p-Styryl- 
benzoyl-carbinolacetat tibergefiihrt. 

In der pharmakologischen Priifung fanden Bianchi und Meli® 
etwa dieselbe Aktivitét wie beim Benzoyl-carbinolacetat. 

Sodann haben wir die Seitenkette variiert und an Stelle der Keto- 
carbinol-Seitenkette eine Dioxyaceton-Seitenkette in aromatische Kerne 
eingefiihrt. Zunichst versuchten wir das 1-Acetoxy-1-phenyl- 
propanon-(2)-ol-(3) (V) iiber das Acetyl-mandelsdurechlorid und 
das Diazoketon herzustellen. 


CH,OH 


ini 0 
€ S—CH-CO-CH,OB 


. 
b.cocs, “ein va 
V. 5% ) , 
\JG 
VI. 


Denselben Weg haben auch Bradley und Eaton® eingeschlagen. 
Aber an Stelle des erwarteten Carbinols isolierten sie bei der Hydrolyse 
des Diazoketons mit etwa 30-proz. Schwefelsiure nur Benzaldehyd 
und Benzyl-glyoxal in geringer Ausbeute. Wir haben das dlige Diazo- 


6° N. L. Drake u. J. Bronitsky, J. Amer. chem. Soc. 52, 3715 [1930]. 

7 F. Bell u. D.H. Waring, J. chem. Soc. [London] 1948, 1024. 

8 H. Meerwein, E. Biichner u. K.vanEmster, J. prakt. Chem. 152, 
237 [1939]. 
® W. Bradley u. K. Eaton, J. chem. Soc. [London] 1987, 1913. 
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keton mit etwa 1,5-proz. Schwefelsiure in wifrigem Dioxan hydroly- 
siert. Da das so gewonnene ()l sich beim Destillieren zersetzte, haben wir 
es durch Lésen in Aceton und Fallen mit Petrolither gereinigt?®. Es 
fiel ein Ol aus, das in derselben Weise noch einmal behandelt, Fehling- 
sche Lésung kaum noch reduzierte. 

Die Aceton-Petrolither-Mutterlauge lieferte eine Fraktion, die in 
der Kialte Fehlingsche Lésung sofort reduzierte. So nehmen wir an, daB 
die erste Fraktion ein nicht ganz reines Acetoxy-phenyl-propanonol 
darstellte, aber die weitere Fraktion Glyoxyl-Derivate enthielt, wie sie 
Bradley und Eaton isolierten. In der pharmakologischen Priifung 
wurde nur die erste Fraktion untersucht. 

In der Wirksamkeit lag diese Verbindung zwischen Benzoyl- 
carbinolacetat und p-Acetoxy-benzoyl-carbinolacetat. 

Als nichste Verbindung haben wir dann eine Diphenyl-Verbindung 
mit einer Dioxyaceton-Seitenkette synthetisiert, die eine tertiire OH- 
Gruppe enthalt und somit der Cortison-Seitenkette entspricht, das 
1-Methyl-1-diphenyl-l-oxy-2-keto-propanol-(3) (VI). 

Wir gingen von der «-Diphenyl-x-oxy-propionsiure aus, die schon 
von Blicke und Grier™ dargestellt worden war. 

Vor der Chlorierung schiitzten wir die OH-Gruppe durch Carb- 
aithoxylierung. Das Chlorid wurde wieder iiber das Diazoketon in das 
Carbinol verwandelt. Diese Verbindung lieS sich nur als Ol erhalten 
und konnte nicht kristallisiert werden. 

Erst die Verseifung mit Bicarbonat fiihrte zu einer kristallisierten 
Verbindung, die der Analyse nach dem 1-Methyl-1-diphenyl-l-oxy- 
2-keto-propanol-(3) entsprach. Durch Acetylierung konnte sie in das 
1-Methyl-1-diphenyl-1-oxy-2-keto-propanolacetat iibergefiihrt werden. 
Wenn man die Verseifung der Carbaethoxy-Verbindung nicht mit 
Bicarbonat, sondern mit methylalkoholischer Kalilauge vornahm, ent- 
stand ein Produkt, das weniger Sauerstoff enthielt und ammoniakalische 
Silbernitratlésung kaum noch reduzierte. 

Wahrscheinlich war weitgehende Zersetzung eingetreten. Da es sich 
sicher nicht um einen Ketoalkohol handelte, haben wir dieses Produkt 
nicht naher untersucht. Die groBe Empfindlichkeit der -CO.CH,OH- 
Gruppe gegen Alkali geht auch aus Versuchen von Staudinger und 
SchmeiB er" hervor, die durch Kochen mit n/10-NaOH die -CO.CH,OH- 
Gruppe von Nebennieren-Rindenhormonen vollkommen zerstéren 
konnten. 

In der pharmakologischen Priifung zeigte diese Substanz im Uber- 
lebenstest!* an Ratten mit einer Dosis, die etwa der 10-fachen Menge 
der wirksamen Desoxy-corticosteron-acetat-Dosis entspricht, keine 


10 Vgl. J. A. F. Gardener u. H. Hibbert, J. Amer. chem. Soc. 66, 610 
[1944]. 
il F, F. Blicke u. N. Grier, J. Amer. chem. Soc. 65, 1726 [1943]. 
12H. J. Staudinger u. M. SchmeiBer, diese Z. 288, 54 [1948]. 
18 Diese Priifung wurde von G. Ceriotti ausgefiihrt. 
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Wirksamkeit im Gegensatz zu dem von Linnell, Mathieson und 
Williams‘ dargestellten 1-p-Acetoxy-diphenyl-2-keto-propanol-(3), das 
nur etwa 3-mal schwacher wirksam ist als Desoxy-corticosteron. Von 
den Nebennieren-Rindenhormonen sind ja auch die Verbindungen mit 
einer Dioxyaceton-Seitenkette im Uberlebenstest viel weniger aktiv. 
Dagegen verhielt sich diese Substanz nach vorliufigen Ergebnissen 
in den oben erwahnten Priifungsmethoden ahnlich wie die hier be- 
schriebenen Substanzen. 


Beschreibung der Versuche*4 
Benzoyl-carbinolacetat (I) 


Durch 1-stdg. Erhitzen von 200g w-Chlor-acetophenon und 254g 
wasserfreiem Kaliumacetat in 1000 ccm 99,8-proz. Alkohol . Schmp. 51—52°. 


p-Acetoxy-benzoyl-carbinolacetat (II) 


Diese Verbindung, die von Nolan, Pratt und Robinson” aus w-Chlor- 
4-acetoxy-acetophenon gewonnen wurde, stellten wir nach einer von uns ab- 
geanderten Vorschrift von Linnell und Roushdi‘ aus dem leichter zuging- 
lichen p-Acetoxy-benzoesaurechlorid her. . 

110g p-Acetoxy-benzoesaurechlorid wurden in eine atherische Lésung 
von Diazomethan gegeben, die aus 330g Nitrosomethylharnstoff, 3300 cm® 
Ather und 1100 cm* 36-proz. Kalilauge hergestellt war. Es wurden 101 g Diazo- 
keton vom Schmp. 108—109° erhalten. 

2g dieses Diazoketons wurden mit 20cm? einer 1-proz. Lésung von 
Kaliumacetat in Eisessig etwa 20 Min. auf 95° erhitzt. Nach dem Abkiihlen 
wurde in Wasser gegossen und mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand wurde 
aus Isopropylalkohol kristallisiert. Ausb. 1,2 g p-Acetoxy-benzoyl-carbinol- 
acetat vom Schmp. 92—93°. 


p-Methoxy-benzoyl-carbinolacetat 


Aus Anisol, Chlor-acetylchlorid und Aluminiumchlorid?’; an- 
schlieBend Kochen mit Kaliumacetat?® in alkoholischer Lésung. 


p-Diphenyl-keto-carbinolacetat (IT) 
Aus 4-Acetyl-diphenyl nach Drake u. Bronitsky.® 


Styryl-benzoyl-carbinolacetat (IV) 


Die Verbindung wurde aus der nach der Meerweinschen Methode ge- 
wonnenen Stilben-carbonséure-(4) iiber das Chlorid und das Diazoketon, 
das auf demselben Wege schon von Kon!® gewonnen wurde, synthetisiert. 

9g Diazoketon wurden mit 90 cm einer 1-proz. Lésung von Kalium- 
acetat in Eisessig bei 75° bis zum Aufhéren der. Stickstoffentwicklung erhitzt. 


14 Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 

15 W. Madelung u. M. E. Oberwegner stellten es aus dem entspr. Bromid 
her. Ber. dtsch. chem. Ges. 65, 931 [1932]. 

« 16 Th. J. Nolan, D. D. Pratt u. R. Robinson, J. chem. Soc. [London] 

1926, 1968. 

17 F. Tutin, J. chem. Soc. [London] 97, 2495 [1910]. 

18 M. M. Tiffeneau, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 150, 1182 [1910]. 

19 G. A. R. Kon, J. chem. Soc. [London] 1948, 224. 
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Nach dem Abkihlen kristallisierten 7 g Rohacetat aus, das, unter Zusatz von 
Kohle aus 95-proz. Alkohol umkristallisiert, bei 151—152° schmolz. 
Ammoniakalische Silbernitratlésung wurde beim Erwarmen reduziert. 


C,sH,,0;. Ber. C77,12, H5,75. Gef. © 77,30, H 5,72. 


1-Acetoxy-phenyl-propanon-(2)-ol-(3) (V) 


83 g Acetyl-mandelsaurechlorid (dargestellt nach Organic Syntheses — 
Coll. Volume 1, 12) wurden zu 21 einer atherischen Lisung von Diazomethan, 
hergestellt aus 195 g Nitroso-methylharnstoff, bei 0° gegeben. Da sich kein Kri- 
stallisat bildete, wurde die Lésung nach 12 Stdn. in Vakuum eingedampft. Das 
erhaltene dickfliissige gelbe Ol wurde in 800 cm*® Dioxan gelést und unter Riihren 
mit 160 cm? 10-proz. Schwefelsaure versetzt. Nach 2 Tagen wurde ausgeathert, 
der Ather neutral gewaschen und nach dem Trocknen im Stickstoffstrom ver- 

. dampft. = 

Der Atherriickstand (53 g) wurde in 120 cm* Aceton gelést und mit 700 cm*® 
Petrolather unter Riihren gefallt. Es fielen 19,0 g eines Ols aus, das die Beilstein- 
reaktion auf Chlor nur noch sehr schwach zeigte. Es lieB sich nicht zur Kristalli- 
sation bringen, aber ammoniakalische Silbernitratlésung wurde schon in der 
Kalte reduziert, dagegen wurde Fehlingsche Lisung nach Wiederholung der 
Fallung aus Aceton kaum angegriffen. 

Die Mutterlauge wurde im Vakuum eingedampft und gab, in Aceton gelést 
und mit Petrolather gefallt, erneut ein Ol, das Fehlingsche Lésung sofort redu- 
zierte, aber auch mehr Chlor enthielt als die erste Fraktion. Fiir die pharmako- 
logische Priifung wurde nur die erste Fraktion verwendet. Zur Analyse wurde das 
Produkt bei Zimmertemperatur und 1mm Druck vom Lésungsmittel befreit. 


C,,H,,0,. Ber. C 63,45, H5,81. Gef. C 62,32, H 5,91. 


Der Wert fiir Kohlenstoff fiel zu niedrig aus. Da wir das Produkt weder 
kristallisieren noch destillieren konnten, war keine weitere Reinigung méglich. 


a«-Diphenyl-«-oxy-propionsaure 
Dargestellt nach Blicke und Brier™. 
«-Diphenyl-«-carbathoxy-propionsaure 


26 g «-Diphenyl-«-oxy-propionsaéure vom Schmp. 161—163° wurden 
in 260 cm® wasserfreiem Chloroform gelést unter Zugabe von 26 cm® wasserfreiem 
Pyridin. Hierzu wurden 11,7 g Chlorameisensaiure-aithylester bei 10° lang- 
sam hinzugegeben. Dann lieB man 1 Stde. bei 0° und eine Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen, goB in verdiinnte Schwefelsiure ein und wusch die Chloro- 
formschicht neutral. Dabei fielen 17 g der Carbithoxyverbindung aus. Schmp. 
127,5—129°. Die Chloroformmutterlauge hinterlie8 nach dem Trocknen im Vakuum 
und Verdampfen ein Ol, das auch ohne Kristallisation weiterverarbeitet werden 
konnte. 


C,,C,,0;. Ber. C 68,78, H 5,77. Gef. C 68,89, H 6,09. 
«-Diphenyl-«-carbathoxy-propionsaure-chlorid und das Diazoketon 


17g der Diphenyl-carbaéthoxy-propionsiure wurden in 100 cm* 
Choroform mit 38 g Thionylchlorid 2 Stdn. zum Sieden erhitzt. Dann wurde 
das iiberschiissige Thionylchlorid im Vakuum verdampft und der Riickstand aus 
Ligroin umkristallisiert. 

Man erhielt 10,7 g vom Schmp. 71—73°. Zu einer Atherischen Lésung von 
Diazomethan, hergestellt aus 10g Nitroso-methylharnstoff, 100cm* Ather 
und 33 cm® 37-proz. Kaliumhydroxyd wurden 9,1 g des oben hergestellten Chlorids 
bei 0° gegeben. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Zimmertemperatur wurde im 
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Vakuum eingedampft. Der feste Riickstand wurde aus wenig Alkohol umkristalli- 
siert. Ausb. 5,8 g Diazoketon vom Schmp. 108—110°. 


C,5H,,0,N,. Ber. N, 8,28. Gef. N, 7,94. 


1-Methyl-1-diphenyl-1-carbaithoxy-2-keto-propanol-(3) 

2g Diazoketon wurden in 20 cm? Dioxan gelést und mit 4 cm? 10-proz. 
Schwefelsiure auf 55° erwarmt. In etwa 40 Min. war die Stickstoffentwicklung 
beendet. Dann wurde in Wasser gegossen und mit Chloroform extrahiert. Nach 
Waschen mit Bicarbonat und Wasser wurde die Chloroformliésung getrocknet 
und in Vakuum verdampft. Es hinterblieb ein 01, das ammoniakalische Silber- 
nitratlésung reduzierte. 

Zur Analyse wurde das 01 in Benzol gelést und unter starkem Riihren mit 
ne gefallt. Das ausgefallene 61 wurde noch einmal in derselben Weise 

ndelt. 


C,,H..0;. Ber. C 69,50, H6,14. Gef. C 69,68, H 6,43. 


1-Methyl-1-diphenyl-1-oxy-2-keto-propanol-(3) VI 


___ 9g des oben erhaltenen Oles wurden in 250 cm* Methylalkohol und 160 cm* 
Ather gelést. Dann wurde eine Léisung von 9g Kaliumbicarbonat in 135 cm® 
Wasser hinzugefiigt. Nach 24 Stdn. goB man in viel Wasser, fiigte Kochsalz hinzu 
und extrahierte wiederholt mit Ather. 

Der Atherriickstand (5,6g) wurde aus Isopropylalkohol umkristallisiert 
unter Zusatz von etwas Kohle. Die freie Dioxyverbindung schmolz bei 118—120°. 
Schon bei Zimmertemperatur wurde ammoniakalische Silberritratlésung reduziert. 

C,,H,,0;. Ber. C 74,98, H 6,29. Gef. C 75,10, H 6,42. 


Mit Semicarbazidacetat bildete sich ein Semicarbazon vom Zersetzungspunkt 208°, 


1-Methyl-1-diphenyl-1-oxy-2-keto-propanolacetat-(3) 


0,5 g der obigen Dioxyverbindung wurde mit 5 cm* wasserfreiem Pyridin 
und 0,21 g Essigsiureanhydrid iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehengelassen. 
Dann wurde auf Eis gegossen und mit verd. Schwefelsiure angesiuert. Nach 
Extraktion mit Ather und nach Neutralisation und Verdampfen der atherischen 
Lésung wurde der Riickstand aus Alkohol umkristallisiert. Schmp. 111—112°. 
Dieses Produkt reduzierte ammoniakalische Silberlésung erst beim Erwarmen. 


C1,H,,0,. Ber. C 72,47, H6,08. Gef. C 72,16, H 6,42. 


Zusammenfassung 


Es sind Verbindungen mit einem Pheny]-, Dipheny]- und Stilbenkern 
hergestellt worden, die durch eine —CCCH,OH-, eine —CHOR-CO. 


R 
| 
CH,OH- oder eine —CH-CO-CH,OH-Gruppe substituiert sind. 
| 
OH 
Sie verhalten sich in zwei tierexperimentellen Priifungsmethoden 
analog wie die gegen Arthritis wirksamen Nebennieren-Rindenhormone. 
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Uber den Mechanismus der Thrombinbildung im isolierten System 
Von 
H. E. Schultze und @. Schwick 
Aus der Chemischen Abteilung der Bzhringwerke, Marburg (Lahn) 
(Der Schriftieitung zugegangen am 1. Oktober 1951) 


Seegers und Mitarbb.1 haben gezeigt, da8 aus Rinderplasma ge- 
wonnenes, hochgereinigtes Prothrombin nicht nur durch das bekannte 
biologische Verfahren unter Mitwirkung von Thrombokinase-Ca"* und 
Acceleratoren in Thrombin iiberfiihrt werden kann, sondern auch durch 
eine vereinfachte und chemisch genau definierbare Methode, die ledig- 
lich auf einer Behandlung des isolierten Prothrombins mit 25—30-proz. 
Na-Citrat-Lésung oder anderer konzentrierter Salzlégungen beruht. 
Beiden Umwandlungsverfahren liegt wahrscheinlich ein autokatalyti- 
sches Reaktionsprinzip zugrunde. Sie ergeben nach unseren Ermitt- 
lungen? Thrombine gleichartiger Reaktionsfahigkeit, wenn man von 
demselben Prothrombinpraparat ausgeht. Die Thrombinbildung ver- 
liuft jedoch bei Verwendung gleicher Prothrombinmengen in Citrat- 
lésung langsamer als-bei Anwesenheit der biologischen Katalysatoren. 
Dieser zeitliche Vorsprung bei der biologischen Aktivierung 14Bt sich 
nach Seegers durch Animpfen chemischer Reaktionsansitze mit kleinen 
Mengen Thrombin weitgehend einholen, ein Vorgehen, das auch den 
Ablauf biologischer Ansitze beschleunigt®. 

,Wir haben die Seegers3chen Befunde bestitigen kénnen. Als Ausgangs- 
material benutzten wir nach seinen Angaben‘ aus Rinderplasma durch Verdiinnen 
mit H,O und Ansiauern, Adsorption an Mg(OH)., Freilegung durch CO, und an- 
schlieBende Salz- und Saurefraktionierung isoliertes Prothrombin, das nach Dialyse 
lyophil getrocknet wurde. Die Ausbeute schwankte zwischen 80 und 100 mg aus 
31 Plasma, die Aktivitét entsprach 900 bis 1100 HKinheitea* und erreichte somit 
a ganz die Durchschnittsaktivitit der Seegersschen Praiparate von 1200 Ein- 

elven. 

Aus den in Abb. 1 zusammengestellten Umwandlungskurven ist 
der beschleunigende Einflu8 steigender Thrombin-Impfdosen auf die 
Thrombinbildung ersichtlich. Die ebenfalls erkennbare Ausbeute- 
steigerung an freigelegtem Thrombin mit zunehmender Umwandlungs- 
geschwindigkeit diirfte vorwiegend darauf zuriickzufiihren sein, daB 


— oe «2 oe 


fn wo 4.6 RS cw 


1 W. H. Seegers, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 72, 677 [1949]; W. H. Seegers, 
R.L.McClaughry u. J.L. Fahey, Blood 5, 421 [1950]; W.H. Seegers, 
Circulation 1, 2 [1950]. 

2 H. E. Schultze u. G. Schwick, Z. ges. exp. M21. 

3 A.G. Ware u. W.H. Seegers, J. biol. Chemistry 174, 565 [1948]. 

4 W. H. Seegers, E. C. Loomis u. J. M. Vandenbelt, Arch. Biochemistry 
6, 85 [1945]; A..G. Ware u. W. H. Seegers, J. biol. Chemistry 174, 565 [1948]. 

* Wir danken Herrn Prof. Seegers auch an dieser Stelle fiir die Testung 
eines unserer Praparate, wodurch wir in die angenehme Lage versetzt wurden, 
die Aktivitaét spiterer selbst ausgewerteter Aufarbeitungen auf einen authentischen 
Standard zu beziehen. 
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Thrombin in der konzentrierten Salzlésung unstabil ist, was auch aus 
dem jeweiligen Kurvenabfall nach Erreichung eines Maximums _hervor- 
geht. 


Thrombinbestimmung: 0,2ccm einer frisch in physiol. NaCl-Lésung 
hergestellten 0,6-proz. Auflésung von Fibrinogen Behringwerke +- 0,2 ccm Veronal- 
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Abb. 1. EinfluB abgestufter Thrombin-Impfmengen auf die Umwandlungs- 
|geschwindigkeit von Prothrombin in 25-proz. Citratlésung, py 7,2. 
Prothrombin Nr. 12"(1000 Seegers-E) 1-proz., gelést in 25-proz. Citratlésung, py 7,2. 
Impf-Thrombin Nr. 12 (560 N.I.H.-E) aus Citrat nach Umwandlung gema8 Kurve 1 
nach 30 Stdn. durch (NH,).SO, ausgesalzen, dialysiert und — getrocknet. 
Abszisse: Zeit in Stunden bei 28°. Ordinate: Einheiten Thrombin je mg Pro- 

thrombin (zugefiigtes Thrombin abgezogen). 
nicht angeimpftes Prothrombin 
18y = 1N.1.H.-E Thrombin je 1 mg citratgeléstes Prothrombin 
18,0» = 10 N.I.H.-E Thrombin je 1 mg citratgeléstes Prothrombin 
180,0 y = 100 N.I.H.-E Thrombin je 1 mg citratgeléstes Prothrombin 
360,0 y = 200 N.I.H.-E Thrombin je 1 mg citratgeléstes Prothrombin. 


or OOD = 
toe we ul dl 


puffer py 6,7 -+0,2ccm Ansatzverdiinnung. Bestimmung der Gerinnungszeit 
nach einer friiher beschriebenen Methode®. Die aus den Umwandlungsansatzen 
entnommenen Proben werden mit eiskaltem dest. H,O so weit verdiinnt, bis sich 
eine Gerinnungszeit von 15’’ ergibt, die 0,5 E des vergleichend gepriiften Standard- 
thrombins vom National Institute of Health entspricht. Durch Multiplizieren von 
0,5 mit der Verdiinnung des Ausgangs-Prothrombins im jeweiligen Gerinnungs- 
ansatz und Subtraktion der zur Animpfung zugefiigten Einheiten werden die 
im Zeitpunkt der Messung freigelegten Thrombineinheiten erhalten. 


5 H. E. Schultze, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
207, 173 [1949]; ders. Dtsch. med. Wschr. 75, 607 [1950]. 
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Im weiteren Verlaufe unserer Untersuchungen haben wir die Beob- 
achtung gemacht, daB trotz gleichartiger Reinigung die aus verschiedenen 
Blutentnahmen isolierten Prothrombine sich nicht gleich schnell in 
Citratlésung in Thrombin iiberfiihren lassen. AuBerdem haben wir fest- 
gestellt, daB die aus verschiedenen Prothrombinpriparaten durch Citrat- 
umwandlung erhaltenen Thrombine sich hinsichtlich ihrer umwandlungs- 
foérdernden Wirkung nach Verimpfung auf ein in Citrat geléstes Pro- 
thrombin voneinander unterscheiden. Wir glaubten dieses verschieden- 
artige Verhalten der einzelnen Prothrombin- und Thrombinaufarbei- 
tungen zunachst auf Verunreinigungen durch das fibrinolytische Plasma- 
ferment (Plasmin) zuriickfiihren zu kénnen. Alle unsere Prothrombin- 
praparate erwiesen sich aber gegeniiber Fibrin und Casein als proteo- 
lytisch inaktiv. Es gelang auch nicht, Profibrinolysin (Plasminogen) 
in den verschiedenen Prothrombinen nachzuweisen. Trotzdem besaBen 
alle aus Citratlésungen isolierten Thrombine eine beachtliche fibrino- 
lytische Aktivitaét. Unsere Befunde decken sich mit denen von Guest 
und Ware®, die im vorigen Jahr nachweisen konnten, daB Thrombin, 
entgegen der Auffassung Hudemanns’, ein fibrinolytisches Ferment 
ist, das im Gegensatz zum Plasmafibrinolysin durch das ebenfalls im 
Plasma vorkommende Antifibrinolysin (Antiplasmin) nicht gehemmt 
wird. Dariiber hinaus ist es uns nun gelungen, fiir die von uns gewonnenen 
Thrombine den Nachweis zu erbringen, daB sie auch gegeniiber Casein 
proteolytisch aktiv sind, daB aber das Casein-Spaltungsvermégen des 
Thrombins erheblich geringer ist als das Fibrinspaltungsvermégen, 
wodurch es sich von Trypsin unterscheidet (vgl. Tab. 2). 

Am Rande sei hier darauf hingewiesen, da die bereits von Mellanby® 
angenommene Proteinasenatur des Thrombins mit den jiingst von Bailey, 
Bettelheim, Lorand und Middlebrook® veréffentlichten Versuchsergebnissen 
in Einklang steht, denen zufolge die Fibrinogengerinnung durch eine Freilegung 
endstandiger Glykokollreste eingeleitet wird. Die alte, spiter vielfach wieder 
verworfene Theorie, den Gerinnungsvorgang durch eine vom Thrombin ausgeléste 
proteolytische Reaktion zu erkliren, gewinnt somit zur Zeit wieder stark an Boden. 
Es ist zu erwarten, daB der experimentellen Gerinnungsforschung in nachster Zeit 
eine wesentliche Férderung zuteil wird, nachdem durch die Entdeckung eines 
chemischen Darstellungsverfahrens das lange erstrebte Ziel, Thrombin in hoch- 
gereinigtem Zustand untersuchen zu kénnen, nun in greifbare Nahe geriickt ist. 

Bei der Uberpriifung der proteolytischen Aktivitat’ unserer durch das Citrat- 
verfahren gewonnenen Thrombine fanden wir zwar geringe, aber doch nachweis- 
bare Abweichungen des lytischen Vermégens vom Koagulasetiter. Aus diesen 
Beobachtungen folgern wir mit Riicksicht auf spitere Versuche nicht, daB die 
koagulierende und die proteolytische Wirksamkeit auf zwei verschiedene Fermente 
des Thrombins zuriickzufiihren ist. Die beobachtete Inkonstanz der Gerinnungs- 
und Proteinaseaktivitét veranlaBte uns aber, die vorher beschriebenen Impf- 
versuche mit verschiedenartig aktiven Thrombinen durchzufiihren. 





®° M. M. Guest u. A. G. Ware, Science [New York] 112, 21 [1950]. 

7 §.Hudemann, Kolloid-Z. 92, 189 [1940]. 

8 J.Mellanby, J. Physiol. 38, 28 [1908]. 

® K. Bailey, F. R. Bettelheim, L. Lorand u. W. R. Middlebrook, 
Nature [London] 167, 233 [1951]. 
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Wir beobachteten regelmaBig, daB die umwandlungsférdernde 
Wirkung eines Impfthrombins von seiner proteolytischen Aktivitét und 
nicht von der im Gerinnungstest ermittelten Titerhéhe abhingt. In 
Abb. 2 haben wir ein Beispiel fiir zwei besonders extrem reagierende 
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Abb. 2. Abhangigkeit der umwandlungsférdernden Wirkung “verschiedener 

' ( 4 aThrombin-Impfpraparate von ihrer proteolytischen Aktivitat. 
Prothrombin Nr. 16 (860 S.-E) 1-proz. gelést in 25-proz. Citratlésung, pq 7,2. 
Impfthrombin Nr. 12 (560 N.I.H.-E) aus Citrat isoliert. Impfthrombin Nr. 13/15 
(280 N.I.H.-E) aus’ Citrat isoliert, dann elektrophoretische Untersuchung nach 
Tiselius bei pq 8,6 und Riickgewinnung durch Ausdialysieren des Puffers und 

4 . Gefriertrocknung. Koordinaten wie bei Abb. 1. 


1 = nicht angeimpftes Prothrombin 

2 = 18 = 10 N.LH.-E Thrombin je mg citratgeléstes Prothrombin 

3 = 35 = 10'N.LH.-E Thrombin je mg citratgeléstes Prothrombin 
Bestimmung der Fibrinolyse u. Caseinproteolyse vgl. Anmerkungen 6 u. 7 zu Tab. 2. 


Thrombine angefiihrt und bemerken dazu, daB eines dieser Thrombine 
(Nr. 13/15) aus einem Elektrophoreseversuch regeneriert wurde und 
seine Aktivitiét wahrscheinlich aus diesem Grunde besonders stark von 
der der gleichartig hergestellten Thrombine abweicht. Es erschien uns 
aber gerade gut geeignet, die besprochene Wirkung zu demonstrieren. 

Da es nach diesem Versuchsergebnis nahe lag, eine proteolytische 
Aufspaltung des Prothrombins als Ursache fiir die Freilegung des Throm- 














30 H. E. Schultze und G. Schwick, Bd. 289 (1951) 





bins im Citratmilieu anzunehmen, haben wir uns mit den Reaktions- 
bedingungen der Citratumwandlung des Prothrombins naéher befaBt und 
untersucht, ob sie wie eine Fermentreaktion py- und temperatur- 
abhangig ist. 

In diesem Zusammenhang sei zunichst auf eine Versuchsserie verwiesen, 
aus der zu ersehen ist, daB die Citratkonzentration einen bedeutenden EinfluB 
auf die Geschwindigkeit der Freilegung des Thrombins ausiibt (vgl. Abb. 3)*. 
Die als optimal gefundene Konzentration von 25% wurde bei allen folgenden 
Versuchen angewandt. 
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Abb. 3. EinfluB der Citratkonzentration auf die Thrombinbildung 
Prothrombin Nr. 16 (860 8.-E) 1-proz. geliést in auf py 7,2 aequutie ‘Citrat- 
lésungen folgender Konzentrationen: 

1 = 5%, 2 = 10%, 3 = 15%, 4 = 20%, 5 = 25%, 6 = 30%, 7 = 35%, 8 = 40%. 
In der 30-proz. Lésung trat eine geringe Ausfallung auf, die sich bei 35 und 40%, 
verstarkte. Koordinaten wie bei Abb. 1. 


Die in Abb. 4 zusammengestellten Umwandlungskurven zeigen, 
da8B die Thrombinbildung in 25-proz. Citratlosung tatsichlich vom! py 
abhingt und bei etwa neutraler Reaktion ein Optimum erreicht. Mit 
zunehmender Alkalitét nimmt die Thrombinausbeute ab, wihrend die 
Umwandlungszeit sich weiter verkiirzt. Offenbar wird eine bei pyx7,1—7,6 
optimal verlaufende Fermentreaktion bei alkalischer Reaktion durch 
eine chemische Hydrolyse iiberlagert, die ebenfalls zur Freilegung von 
Thrombin fiihrt. Das zweite bei pg 9,5 liegende Kurvenmaximum stiitzt 
die Annahme einer alkalischen Hydrolyse neben der enzymatischen. 
Die letztere weist als weiteres Charakteristikum fiir eine Ferment- 
reaktion ein Temperaturoptimum bei 37° auf (vgl. Abb. 5). 

Besondere Beachtung verdient die starke Abhingigkeit der Um- 
wandlungsgeschwindigkeit von der Prothrombinkonzentration, wie sie 


* Vgl. Seegers u. Mitarbb.’. 
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Abb. 4. py-Einflu8 auf die Thrombinbildung in 25-proz. Citratlésung. 
Prothrombin Nr. 16 (860 S.-E) 1-proz. in 25-proz. Citratlésungen von verschiedenem 
Py gejést. Die py-Korrekturen der Ausgangslisung (pq 5,85) wurden mit Hilfe 

von Citronensiure und Natronlauge vorgenommen: 
1 = 5,26, 2 = 5,85, 3 = 6,65, 4 = 7,10, 5 = 8,20, 6 = 9,05, 7{="9,55. 
Koordinaten wie bei Abb. 1. 
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Abb. 5. EinfluB der Temperatur auf die Thrombinbildung in 25-proz. Citrat- 
lésung, py 7,2. 
Koordinaten wie bei Abb. 1. 
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aus Abb. 6 zu ersehen ist. Mit zunehmender Beschleunigung der Throm- 
bin-Freilegung erhéht sich auch hier die maximale Thrombinausbeute. 

Wie ebenfalls aus Abb. 6 ersichtlich, bewirkt der Zusatz einer sehr 
kleinen Menge kristallisierten Trypsins zu einem nur 0,2°4 Prothrombin 
enthaltenden Citratansatz eine sehr betriichtliche Verkiirzung der Um- 
wandlungszeit. Die Einbeziehung des Trypsins in diese Untersuchungen 
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: ‘Y Abb. 6. Einflu8 der Prothrombin- 
600 1 konzentration auf die Thrombin- 
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Prothrombin Nt Ve (860 S.-E) in 
folgenden Konzentrationen in 25- 
1 proz. Citratlésung von pg 7,2 geldst: 
|3/ tea 1=01%, 2=02%, 3=0,5%, 
| 4=1,0%, 5=3,0%. 


1 2a = 0,2% + 5» krist. Trypsin je 
J 1 mg Prothrombin. Koordinaten wie 
/ bei Abb. 1 
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lag nahe, nachdem sich die Geschwindigkeit der Thrombinbildung als 
abhingig von der proteolytischen Fermentaktivitat der einer Pro- 
thrombinlésung zugefiigten Impfthrombine erwiesen hatte. Wir haben 
daher die umwandlungsférdernde Wirkung des Trypsins auf citrat- 
geléstes}Prothrombin niher untersucht und, wie aus Abb.7 hervorgeht, 
eine deutliche Abhingigkeit derselben von der Trypsinkonzentration 
gefunden. Die einschlagigen Kurven bestitigen eine Zunahme der 
Umwandlungsgeschwindigkeit mit steigender Trypsinkonzentration und 
damit die schon auf Grund der Vorversuche anzunehmende proteo- 
lytische Freilegung des Thrombins aus isoliertem Prothrombin. DaB bei 
Trypsinmengen, die mehr als 1° der Prothrombinmenge ausmachen, 
die maximalen Ausbeuten schnell zuriickgehen, beruht auf der bereits 
von Glazko und Ferguson!® nachgewiesenen thrombinzerstérenden 
Wirkung des Trypsins. Die unterhalb einer sehr genau bestimmbaren 
Schwellenkonzentration liegenden Trypsinmengen zeigen eine typische 


10 A. J. Glazko u. J. H. Ferguson, J. gen. Physiol. 24, 169 [1940]; Proc. 
Soc. exp. Biol. Med. 45, 43 [1940]; Amer. J. Physiol. 184, 54 [1941]. 
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Acceleratorwirkung. Diese kommt dadurch zustande, daB primar Pro- 
thrombin vom Trypsin angegriffen wird. Offenbar werden in einer ersten 
Phase Bindungen im Prothrombin gelést und hierdurch Thrombin in 
Freiheit gesetzt, das in einer 2. Phase bei Abwesenheit von Antitrypsin 
in Abhingigkeit von der Trypsinkonzentration mehr oder weniger 
schnell durch enzymatische Hydrolyse inaktiviert wird. 


Tab. 1. Abnahme der Sulfosalicylsiure-Triibwerte wahrend der Thrombinbildung 
a) Prothrombin 2851, 5-proz. in 25-proz. Na-Citrat-Lésung, pq 7,2, geldst. 





Umwandlungszeit bei 28° 


























30’ | 60’ | 120’ | 240’ | 360’ | 480’ 
Gebildete Thrombineinheiten 
je 1mg Prothrombin. .... 0 4 8 56 400 | 660 
Sulfosalicylsiure-Triibwerte * 
(O-Wert = 615). ...... 555 530 | 415 415 415 | 415 


b) Prothrombin 2851, 5-proz. in 50-proz. Glycerin gelést und mit 10 y in 
P y 
je 1 mg Prothrombin versetzt ** 





Umwandlungszeit bei 28° 














BG 12—60820, 10 mm-Kiivette. 


den Triibwert 560. 











30’ | 60’ | 120’ | 180’ | 240’ | 300’ 
Gebildete Thrombineinheiten je 1 mg 
Prothrombin. ........ 60 | 240 | 540 | 610 | 630 | 620 
Sulfosalicylsiure-Triibwerte ' 
(O-Wert = 630). ...... 420 | 410 | 395 | 395 | 395 | 395 


* Ansatzverdiinnungen mit H,O, die 1 mg Ausgangsprothrombin in 4 ccm 
entsprechen, werden mit 1 ccm 20-proz. Sulfosalicylsaure versetzt und die durch 
die auftretende Triibung verursachte Lichtschwichung im Spektralphotometer 
von Kortiim bestimmt. Die angefiihrten Werte sind Trommelablesungen. Filter 


** Im Ansatz ohne Trypsin ist innerhalb von 24 Stdn. weder eine Thrombin- 
bildung noch eine Abnahme des Sulfosalicylsiure-Triibwertes feststellbar. 

Die direkte Auflésung von 2 mg Prothrombin 2851 in H,O ergibt den Triib- 
wert 715, die der entspr. Menge des aus ihm gewonnenen isolierten Thrombins 


Bei geniigend kleiner Trypsinkonzentration (etwa 10 y je 1 mg 
Prothrombin) 1éBt sich die 1. Phase nephelometrisch verfolgen. Die mit 
Sulfosalicylsiure erhaltenen Triibwerte nehmen bei Citratansitzen 
ohne Trypsin im Verlaufe der Latenzperiode, die der Thrombinbildung 
vorhergeht, langsam ab. Wird die Latenzperiode durch Trypsin ver- 


: kiirzt, so wird auch die Abnahme der Sulfosalicylsiuretriibung be- 
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Hoppe-Seylers Z:itschrift f. physiol. Chemie. 
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schleunigt (vgl. Tab. 1). In dem durch einen Steilanstieg der Thrombin- 
bildung charakterisierten Stadium findet keine weitere Triibungs- 
abnahme statt, woraus geschlossen werden kann, daB die proteolytische 
Fermentwirkung nur im Anfangsstadium der Thrombinfreilegung eine 
wesentliche Rolle spielt und einen gewissen Stillstand erreicht, wenn 
eine bestimmte Zahl besonders leicht angreifbarer Bindungen des 
Prothrombins gespalten ist. Dieser Befund deckt sich mit den von 
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Seegers und Mitarbb.' gemachten Beobachtungen, nach denen in i 
Citrat geléstes Prothrombin schon lange vor der Entstehung aktiven ( 
Thrombins starke, elektrophoretisch nachweisbare Veranderungen auf- k 
weist. c 
0 
I 


Da die mehrfach erwihnte Unstabilitat des Prothrombins in konzen- 
trierten Citratlésungen die Beurteilung der zur Thrombinbildung 
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Abb. 7. EinfluB steigender Trypsinmengen auf die Thrombinbildung in 25-proz. 
Citratlésung, py 7,2. 
---------- Prothrombin 2851 (900 S.-E) 1-proz. in 25-proz. Citratlésung von py 7,2. 
—— Prothrombin 2851 (900 S.-E) 1-proz. in 25-proz. Citratlésung von py 7,2 
mit Mengen von 2—20 y kristallisiertem Armour-Trypsin (65,6% Trypsin, 
34,4% MgSO,) versetzt. Koordinaten wie bei Abb. 1. 


vo 
fiihrenden Vorginge erschwert, haben wir versucht, das Citrat zu er- ~ 
setzen. Wir haben Umwandlungsversuche in konzentrierten Serum- log 
albumin- und Glycerinlésungen durchgefiihrt, konnten jedoch in diesen 
Medien eine Uberfiihrung des Prothrombins in Thrombin nicht fest- (A 
stellen. Auch in H,O konzentriert geléstes Prothrombin zeigte keine Ve 
Ansiitze zu spontaner Thrombinbildung. Wenn wir jedoch, entspr. gal 
‘Abb. 8, einer 1-proz. Prothrombinlésung die optimal wirksame Menge Ak 
von 0,005% Reintrypsin zufiigten (je 1 mg Prothrombin 0,008 mg des wa 
MgSO, enthaltenden Kristallisats), so bildete sich Thrombin bereits in hen 


waBrigem Milieu. Die maximale Ausbeute betrug etwa ein Drittel der 
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im Vergleichsversuch in 25-proz. Citratlésung freigelegten Menge 
(Kurven 4a und 1). Durch Erhéhen der Prothrombin- und Trypsin- 
konzentration auf 5% und 0,025% lieB sich die Thrombinausbeute in 
citratfreiem Milieu sogar bis zu der in Citratlésung erhaltenen Héchst- 
menge steigern (Kurve 4). Damit haben wir nachgewiesen, daB fiir die 
Freilegung des Thrombins aus isoliertem Prothrombin die Gegenwart 
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Abb. 8. Einflu8 von Trypsin auf die Thrombinbildung in verschiedenen Reaktions- 
medien. apie or Nr. 26 (900 S.-E) + 8 y krist. Armour-Trypsin je 1 mg. 
= Prothrombin 1-proz. in 25-proz. Citratlésung, py 7,2 
= Prothrombin 5-proz. in 50-proz. Glycerin, pq 7,2 
2a = Prothrombin 1-proz. in 50-proz. Glycerin, py 7,2 
= Prothrombin 1-proz. in 20-proz. Humanalbumin, py 7,2 
4 = Prothrombin 5-proz. in dest. H,O, py 7,2 
4a = Prothrombin 1-proz. in dest. H,O, py 7,2. 
Koordinaten wie bei Abb. 1 


von Citrat nicht unbedingt erforderlich ist. Die Thrombinbildung voll- 
zieht sich auch in salzfreiem Milieu, wenn Spuren von Trypsin Gelegen- 
heit haben, auf geniigend hohe Prothrombinkonzentrationen bei physio- 
logischem py einzuwirken. 

Aus den mit und ohne Citrat erhaltenen Umwandlungskurven 
(Abb. 8) geht ferner hervor, daB das gebildete Thrombin bei langerem 
Verweilen in den Reaktionsansiéitzen in H,O ebenso unstabil ist wie im 
salzreichen Medium. Die nach Erreichen eines Optimums einsetzende 
Aktivitatsabnahme des freigelegten Thrombins 1a8t sich aber in Gegen- 
wart von 50% Glycerin oder 20% Serumalbumin weitgehend (Kurve 2) 
bzw. vollstandig (Kurven 2a und 3) verhindern. Auf die Geschwindig- 
keit der Thrombinbildung in citratfreien, trypsinhaltigen Reaktions- 
3* 
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ansitzen wirken die Stabilisatoren nur geringgradig verzégernd, wenn 
die Prothrombinkonzentration relativ hoch ist. Die Freilegung des 
Thrombins erfolgt dann immer noch wesentlich schneller als in 25-proz. 
Citratlésung ohne Trypsin, so da8 das Verfahren, Prothrombin mit 
definierten Trypsinmengen in Gegenwart eines Stabilisators in Thrombin 


zu iberfiihren, gegeniiber dem Umwandlungsverfahren in konzen- — 


trierten Salzlésungen einen experimentellen Fortschritt bedeutet. Dieser 
wirkt sich bei Verwendung von Glycerin, das schneller durch Dialyse 
entfernt werden kann als Citrat, auch giinstig auf die Isolierung des 
Thrombins aus. Bei Verwendung von gereinigtem Humanalbumin, das 
wir abweichend von friiheren Beobachtungen anderer Autoren" als 
antithrombinfrei gefunden haben, besteht die Moéglichkeit, den Um- 
wandlungsansatz, gegebenenfalls nach Ausschaltung der minimalen 
Trypsinaktivitaét durch einen geeigneten Inhibitor, direkt als Haemo- 
styptikum beim Menschen anzuwenden. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde gepriift, ob auch bei ver- 
schiedenartig gewonnenen Thrombinen und bei Thrombinfraktionen 
Beziehungen zwischen der proteolytischen Aktivitét und ihrer um- 
wandlungsférdernden Wirkung bestehen (Tab. 2). Durch 3-stdg. Zentri- 
fugieren einer 2-proz. Prothrombinlésung bei 50000 Umdrehungen in 
der gekiihlten Ultrazentrifuge (Phywe) erhielten wir geringe Mengen 
eines durchsichtigen Sediments, das nach Behandlung mit Citrat ein 
Thrombin von wesentlich geringerer Gerinnungsaktivitét ergab als die 
nicht sedimentierende Hauptfraktion des in gleicher Weise behandelten 
Prothrombins. Die auf Gerinnungseinheiten bezogene proteolytische 
Aktivitéit des aus der Sedimentfraktion gewonnenen Thrombins war 
gegeniiber Fibrin und Casein etwas geringer als die des aus dem Zentri- 
fugierabguB erhaltenen Thrombins. Die umwandlungsfordernde Wirkung 
der beiden Thrombinpraparate lief auch in diesem Falle mit ihrem 
proteolytischen Vermégen parallel. Durch das Zentrifugieren des Pro- 
thrombins bei hoher Tourenzahl wird somit eine inaktive Begleit- 
fraktion entfernt; dabei gelangen aber auch merkliche Mengen Pro- 
thrombin in das Sediment, aus denen ein proteolytisch weniger aktives 
Thrombin entsteht als aus der nicht sedimentierenden Hauptmenge. 

Wird das durch den ZentrifugierprozeB beziiglich seines Reinheits- 
grades noch etwas verbesserte Prothrombin nicht in Citratlosung, 
sondern in 50-proz. Glycerin mit Hilfe von 1° Trypsin (bezogen auf 
das Gewicht des Prothrombins) in Thrombin iiberfiihrt, so ist dessen 
proteolytische Aktivitiét und in entsprechendem Ausma8 auch seine 
umwandlungsférdernde Wirkung wesentlich gréBer als die des durch 
Citratbehandlung erhaltenen. Die Gerinnungsaktivitét wird durch die 
Erhéhung des proteolytischen Vermégens nicht beeinfluBt (1 mg Citrat- 
Thrombin 2851 = 520 E, 1 mg Trypsin-Thrombin 2851 = 540 E). 

11 E. Wohlisch u. W. Griining, Biochem. Z. 305, 183 [1940]; H. Mauer, 


Z. klin. Med. 145, 566 [1949]. (Auch das von P. D. Klein u. W. H. Seegers, 
Blood 5, 742 [1950] benutzte Rinderalbumin war antithrombinfrei.) 
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Durch Ansiuern einer waBrigen Lésung des durch Trypsin in 
Glycerin freigelegten Thrombins erhielten wir eine unlésliche und eine 
lésliche Fraktion, von denen die erstere (Thrombin Try 2851 A, Tab. 2) 
proteolytisch aktiver ist als das Ausgangsthrombin und auch dessen 
katalytische Wirksamkeit auf die Prothrombin-Thrombin-Umwandlung 
in 25-proz. Citratlésung iibertrifft. Dagegen ist das proteolytische Ver- 
mégen und der umwandlungsférdernde Effekt der léslichen Fraktion 
(Thrombin Try 2851 B) relativ gering. Da Trypsin schon in minimalen 
Mengen die Thrombinbildung beschleunigt und auch gegeniiber Casein 
sehr wirksam ist, liegt es nahe, die besonders hohe proteolytische Aktivi- 
tat der unter Verwendung von Trypsin hergestellten Thrombinpraparate 
auf anhaftende Spuren dieses Ferments zuriickzufiihren. Allerdings 
laBt sich die starke fibrinolytische Wirkung der beiden Thrombine 
Try 2851 und 2851 A nicht durch Trypsinverunreinigungen erkliren, 
denn Trypsin spaltet Fibrin relativ langsam und den fibrinolytisch noch 
stark wirksamen Dosen von 10 E Thrombin kénnte héchstens eine Menge 
von 0,2 y Trypsin anhaften, die weit unter der Nachweisgrenze unserer 
Methode der Fibrinolysebestimmung liegt (Tab. 2). 

Tab. 2. Beziehungen zwischen der proteolytischen Aktivitéit und der umwand- 


lungsférdernden Wirkung verschiedenartig gewonnener Thrombine 
(Prothrombin 1-proz. in 25-proz. Citratlésung py 7,2). 

































































a. : Zeit in Stdn. bis zur 
% Fibrinspaltung ® Caseinspaltung? Bildung von 400 
durch steigende Throm- in 6h bei 37° ag romeo > 
bineinheiten in 2h, 37° durch Thrombin Seatns 2851 (1-prev 
gelést) mit je 10 E 
2 E | 10 E100 E|200°E| 200 E Thrombin 
Prothrombin 2851 0}; O; O|; 0 0 13 
Thrombin 
Ci 2851 A} 0} 10 | 21 | 48 145 10,5 
Thrombin 
Ci 2851 B? 0} O}|; 12 | 42 135 11,25 
Thrombin oe i 
Try 28513 0 | 48 | 88 |100 435 6,25 
Thrombin 
Try 2851 A4 2 | 62 {100 {100 515 5,25 
Thrombin 
Try 2851 B5 0 | 18 | 37 | 96 320 7,25 
Trypsin 0,5] 1 y 12,5 y) 5 y [10 y |10,5y] 1 y 25 y by 107 [1057 Fe wd 5 y 
0} O | 32 | 40 {100 || O | 30 | 50 | 75 [485 J/7,25] 3 | 2 | 1,66 

















1 Prothrombin 2851 (900 S.-E), 3 Stdn. bei 50000 Umdr. (Temp. maximal 15°) 
zentrifugiert, nicht sedimentierter Anteil abgehebert und lyophil getrocknet (88% 
der Ausgangsmenge), sodann in 5-proz. Lésung mit 25% Citrat bei pg 7,2 bis 
zur Bildung maximaler Thrombinmengen (7 Stdn.) bei 28° behandelt, sodann 
Ansatz bei 0°, 16 Stdn. gegen H,O dialysiert und lyophil getrocknet. 1 mg = 520 
N.I.H.-Einheiten. 
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2 Zentrifugierriickstand von ! riach lyophiler Trocknung 2-proz. in H,O 
gelést und nochmals 3 Stdn. bei 50000 Umdr. zentrifugiert. Riickstand von der 
dariiberstehenden Fliissigkeit befreit, in H,O aufgenommen und lyophil getrocknet 
(12% der Ausgangsmenge). Die gema8 + durchgefiihrte Umwandlung in Thrombin 
erforderte 8 Stdn. Nach ! isoliertes Thrombin: 1 mg = 380 N.I.H.-Einheiten. 

3 Prothrombin 2851 5-proz. in 50-proz. Glycerinlésung von py 7,2 gelést 
und mit 10 y Trypsin je 1 mg Prothrombin bis zur maximalen Thrombinausbeute 
(8 Stdn.) bei 28° behandelt. Glycerin durch 3-stdg. Dialyse entfernt, Dialysat 
in gefrorenem Zustand getrocknet. 1 mg = 540 N.I.H.-Einheiten. 

4 30 mg Thrombin Try 2851 5-proz. in H,O gelést, mit n/100-HCl bis py 5,2 
angesauert. Nach 8-tagig. Stehenlassen bei 0° 2 mg eines stark trypsinhaltigen 
Niederschlags entfernt. Abgu8 mit H,O auf das 5-fache Vol. verdiinnt und mit 
n/100-HCl bis py 4,7 bei 0° versetzt. Fallung in der Kalte abzentrifugiert, mit 
H,O und sehr wenig n/100-NaOH bei etwa py7 gelést und lyophil getrocknet 
= 85mg. 1mg = 550 N.I.H.-Einheiten. 

5 ZentrifugenabguB der unter * erhaltenen Fallung bei py 4,7 bei weiterem 
Zusatz eines Tropfens n/100-HCl klar, daher nach Neutralisation mit n/100- 
NaOH lyophil getrocknet = 17,5mg. 1mg = 350 N.J.H.-Einheiten. 

6 Fibrinolyse: 0,5 ccm 0,2-proz. Rinderfibrinogenlésung in Veronalpuffer 
py 7,2 +0,5cem waBrige Thrombinlésung (2—200 KE). Nach 2 Stdn., bei 37° 
AufschluB des nicht gelésten, auf einem kleinen Biichnertrichter gewaschenen 
Restfibrins mit 10-proz. NaOH bei 100° und Messung der mit Phenolreagens auf- 
tretenden Blaufarbung im lichtelektrischen Spektralphotometer von Kortiim. 
Filter GG5 24916. Als O-Wert dient der nach 2 Stdn. unter gleichen Bedingungen 
mit 0,2 E Thrombin erhaltene Fibrin-Farbwert, der mit dem zur Zeit 0 gefundenen 
identisch ist. Die prozentuale Spaltung wird errechnet gemaB: 

Trommelablesung, Versuchswert - 100 
Trommelablesung, 0-Wert 
In den Versuchsansaétzen mit Prothrombin und Trypsin wird das Fibrinogen durch 
ebenfalls 0,2 E Thrombin in Fibrin iibergefiihrt. 

7 Caseinproteolyse: Casein gereinigt nach Remmert und Cohen” 
durch 5-maliges Umfallen. 2,5 cem-Ansitze einer 0,5-proz. Caseinlésung werden 
bei 0° mit dem gleichen Volumen der zu priifenden waiBrigen Thrombinlésung 
versetzt und 6 oder 16 Stdn. auf 37° erwarmt. Nach dem Abkiihlen werden 2 ccm 
Ansatzlésung mit 3ccm 5-proz. Trichloressigsiurelésung versetzt und filtriert. 
Zu 3ccm Trichloressigsaurefiltrat kommen nochmals 2 ccm 5-proz. Trichlor- 
essigsiure, 10 ccm 0,5-n.NaOH und schlieBlich 2 ccm Phenolreagens. Die Ex- 
tinktion der entstandenen Blaufarbung wird im Spektralphotometer gemessen 
(Filter wie oben). Die angegebenen Werte sind Trommelablesungen, von denen 
die mit nicht erwirmten Ausgangslésungen erhaltenen Leerwerte abgezogen 
wurden. 





Die unerklarliche Steigerung des Fibrinolysevermégens bei einem mit Hilfe 
von Trypsin freigelegten Thrombin und der bei py 4,7 unldslichen Fraktion 
desselben 1iBt die Anwesenheit eines Aktivators der Fibrinolyse vermuten. Wir 
fanden, daB Heparin unter den von uns gewihlten Versuchsbedingungen die 
Fibrinolyse beschleunigt (Tab. 3). Dieser Effekt nimmt mit steigender Heparin- 
konzentration zu und kommt nur dann zustande, wenn iiberschiissige Thrombin- 
mengen zur Erzeugung eines Fibringerinnsels angewandt werden und das Heparin 
vor Thrombin der Fibrinogenlésung zugefiigt wird. In Gegenwart sehr kleiner 
Trypsinmengen wird die fibrinolyseférdernde Wirkung des Heparins wesentlich 
erhéht. Nach erfolgter Gerinnung zugesetztes Heparin vermag selbst bei An- 
wesenheit gréBerer Trypsinmengen die Fibrinolyse nicht wesentlich zu beschleu- 
nigen. Heparin greift somit in den Mechanismus der Gerinnung ein und bewirkt 


12 Le Mar F. Remmert u. P. P. Cohen, J. biol. Chemistry 181, 431 [1949]. 
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die Bildung eines labileren, strukturell abgearteten!* und daher leichter angreif- 
baren Fibringerinnsels. AuBerdem erhéht das Antikoagulans nach im gereinigten 
System von Klein und Seegers! durchgefiihrten Versuchen die Adsorption 
von Thrombin an das Fibrinkoagulum, wodurch sich auch seine nun sicher nach- 
gewiesene proteolytische Wirksamkeit besser und schneller entfalten diirfte. Nach 
Marx und Schmidt" reagiert auch das an Fibrin adsorbierte, von ihnen noch 
nicht vom Thrombin differenzierte Plasmafibrinolysin starker als das im Serum 
enthaltene Ferment. 


Durch die von uns (Tab. 3) nachgewiesene fordernde Wirkung des 
Heparins auf die von Thrombin bewirkte Fibrinolyse werden friihere 
und neuere Arbeiten Halses’ iiber den Einflu8B des Heparins auf die 
Fibrinolyse ergiinzt. Die neuen Befunde stehen nicht in Widerspruch 


Tab. 3. Einflu8 von Heparin auf die Fibrinolyse 
Heparin* in steigenden Mengen vor Zusatz von 1 N.I.H.-E Thrombin 2851 C. 


0 5 1 0,5 | 01 Es 0,01 


—0/ xO/ 0/ Q0/ "0/ 
0 17% | 15% | 14% | 9% ‘7/0 0 





Heparineinheiten ..... 
Fibrinolyse n. 2 Stdn. 37° . 























Heparin + 1 y Trypsin vor Zusatz von 1 N.I.H.-E Thrombin 2851 C, 
Fibrinolyse n. 1 Stde. 37° . | 0 | 90% | 30% | 20% | 20% | 8% | 0 








Heparin nach Zusatz von 5 y Trypsin + 1 N.I.H.-E Thrombin 2851 C. 
Fibrinolyse n. 3 Stdn. 37° . | 84% | 97% | 92% | 90% | 80% | 80% | 80% 


* Liquemin, Hoffmann-La Roche. 1 ccm = 5000 Einh. 








mit der von anderen Autoren'® beobachteten proteolysehemmenden 
Wirkung des Heparins bei Anwendung anderer Substrate oder anderer 
Versuchsbedingungen. Sie kénnten dann zur Aufklirung der bei durch 
Trypsin freigelegten Thrombinen beobachteten und durch Trypsin- 
verunreinigungen nicht direkt erklirbaren fibrinolytischen Hyper- 
Aktivitét beitragen, wenn eine Mitwirkung von Heparin glaubhaft 
gemacht werden kénnte 

Diese Uberlegungen veranlaSten uns, in unseren Prothrombin- und 
Thrombinpraparaten nach Heparin zu fahnden. Wie Tab. 4 zeigt, 
fielen einige Nachweisreaktionen fiir Heparin positiv aus. In 2-proz. 
Prothrombin- und Thrombinlésungen traten auf Zusatz von Clupein- 
und Chininsulfat bei py 3 bestandige Ausfaillungen auf, und auch die fiir 
Heparin typische Farbverschiebung von Blau nach Rot bei Zufiigen 
von Toluidinblau war in diinner Schicht deutlich zu erkennen. 


13 K, Rejsek u. M. Keebik, J. clin. Pathol. 2, 55 [1949]; A. Fonio, Schweiz. 
med. Wschr. 80, 41 [1950]; T. Astrup, Advances in Enzymology X, 35 [1950]. 

14 R. Marx u. H. Schmidt, Arztl. Forschg. 5, 192 [1951]. 

1 Th. Halse, Die Fibrinolyse, Editio Cantor, Aulendorf/Freiburg 1948, 8. 105; 
Arch. internat. Pharm. Thérap. [Briissel] 86, 168 [1951]. Vgl. auch G. Ungar u. 
S. H. Mist, J. exp. Med. 90, 39 [1949]. 

16 J. H. Glazkou. J. H. Ferguson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 45, 43 [1940]; 
J. gen. Physiol. 24, 169 [1940]; M. Roche e Silva u. 8. O. Andrade, Science 
[New York] 102, 670 [1945]; R. FeyBly, Schweiz. med. Wschr. 75, 696 [1945]; 
H. G. Klingenberg, diese Z. 288, 89 [1951]. 
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Tab. 4. Nachweis von Heparin in Prothrombin- und Thrombinpraparaten. 














Clupeinsulfat Chininsulfat Toluidinblau 
Prothrombin 2851... . + + rotstichig 
Thrombin Ci 2851 A. . . + + rotstichig 
Thrombin Cir 2851 B. . . + + rotstichig 
Thrombin Try 2851 A’. . + + rotstichig 
Thrombin Try 2851 B. . — oe blaustichig 


Der negative Ausfall des Heparinnachweises bei der bei py 4,7 
léslichen Thrombinfraktion 2851 B steht in Einklang mit der gegeniiber 
der bei py 4,7 unloslichen Fraktion 2851 A verminderten fibrinolytischen 
Aktivitaét und bestitigt die in den Vorversuchen nachgewiesene fibrino- 
lysefoérdernde Wirkung des Heparins. Es erscheint nicht ausgeschlossen, 
da8B die Anwesenheit von Heparin im Thrombin auch das elektrophoreti- 
sche Verhalten desselben beeinfluB8t und die Ursache fiir zwei gerinnungs- 
aktive Komponenten ist, deren isoelektrische Punkte nach Seegers 
und Mitarbb.!? bei pq 4,1 und 4,7 liegen Uber das Ergebnis eigener 
elektrophoretischer Untersuchungen soll spiter berichtet werden. 


Hier sei_noch ein Beispiel fiir den papierelektrophoretischen Heparin- 
nachweis im Prothrombin und Thrombin angefiihrt. Wir haben das Verfahren 
von GraSimann und Hannig!® angewandt und nach 2-stdg. Elektrophorese 
10-proz. Prothrombin- und Thrombinldsungen, die zum Teil mit Heparin versetzt 
wurden, in Michaelispuffer p;, 8,6 (80 V) ein 0,5—1 cm breites Streifenstiick von 
dem feuchten Filterpapier (Whatman Nr. 1) abgeschnitten und nach dem Trocknen 
mit Amidoschwarz angefarbt. Hierdurch wird die Prothrombin oder Thrombin 
enthaltende Zone markiert. Da Heparin durch Amidoschwarz nur schwach an- 
farbbar ist, haben wir zu seiner Markierung ein zweites Streifenstiick mit Toluidin- 
blau behandelt. Trotz mehrstiindiger Einwirkung dieses Farbstoffes haben wir 
nur sehr schwache Farbténungen bei isolierten Prothrombinen und Thrombinen 
erhalten, wahrend die mit Heparin versetzten Proben derselben Praparate in 
entsprechenden Zonenabschnitten im Vorfeld der Amidoschwarzfarbung sehr 
starke Toluidinblau-Anfarbungen ergaben (Abb. 9). Zur Elution benutzten wir 
die nach dem Abtrennen der Indikatorstreifen verbliebenen nicht angefarbten 
Reststreifen und lieBen je 0,6 cem physiol. NaCl-Lisung auf 4 Teilstiicke derselben 
einwirken, von denen eines der Amidoschwarz-, ein zweites der Toluidinblauzone 
entsprach und die beiden restlichen willkiirlich getrennt wurden. Zum Nachweis 
des Heparins wurde die gerinnungshemmende Wirkung der Eluate in Citrat- 


Tab. 5. Beeinflussung der Plasmagerinnungszeit durch die Eluate der in ) Abb. 9 
markierten Zonen. 








Normale Gerinnungs- | Gerinnungszeit nach Zusatz der Eluate aus den Zonen: 
zeit ohne Zusatz 1 2 3 4 
II 38,5” sofort 36,5” 39,5” 38,5’ 
III 38,5’’ sofort langer als 40,0’’ 40,0’ 
6 Stdn. 
IV 38,5” sofort sofort 36,5” 42,0’ 
Vv 38,5” sofort 84,5’ 83,0’ 38,57’ 





17 W.H. Seegers, R.I. McClaughry u. E. B. Andrews, Proc. Soc. exp. 


Biol. Med. 75, 714 [1950]. 
18 W.GraBmann u. K. Hannig, Naturwiss. 37, 397 [1950]. 
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plasma, das mit Thrombokinase-Ca’* versetzt wurde, gepriift (Tab. 5). Bekannt- 
lich kann sich unter diesen Versuchsbedingungen Heparinantithrombin bilden, 
was bei der Testung in Fibrinogenlésung infolge des fehlenden Komplements 
nicht médglich ist. 

Ermittlung der gerinnungshemmenden Heparinwirkung nach Applezweig 
und Mitarbb.1*. 0,1 ccm Eluat und 0,1 ccm 1:8 verd. Citratplasma bleiben nach 





Abb. 9. Heparinnachweis im Prothrombin und Thrombin durch Papier- 
elektrophorese. 
Die Streifen I—V wurden mit Amidoschwarz, die Streifen Ia—Va mit Toluidinblau 
angefarbt. 
I u. Ia = Heparin (Liquemin Hoffmann-La Roche, unverdiinnt, 1 com = 5000 E). 
II u. Ifa = Prothrombin 2851, 10-proz. in Veronalpuffer, py 8,6, gelést. III u. IIIa 
= Prothrombin 2851, 10-proz. in unverd. Liquemin gelést. IV u. [Va = Thrombin 
Try 2851, 10-proz. in Veronalpuffer, py 8,6, gelést. V u. Va = Thrombin Try 2851, 
10-proz. in unverd. Liquemin gelist. 


Vermischung 2’ bei Raumtemperatur stehen, {dann wird die Gerinnungszeit in 
der iiblichen Weise in Gegenwart von 0,1 ccm Thrombokinase-Ca™ bestimmt. 

Aus den papierelektrophoretischen Versuchen geht hervor, daB 
Heparin bei py 8,6 schneller wandert als die mit Amidoschwarz anfarb- 
baren Proteinbestandteile des Prothrombins und Thrombins (Zone 1), 
die nach Elution in allen Fallen eine spontane Gerinnung bewirken. 
Somit mu8B auch aus dem auf Papier aufgetragenen Prothrombin (II) 
eine merkliche Menge Thrombin im Verlaufe der Elektrophorese ge- 
bildet worden sein. Diese reicht zwar aus, um in der 2. Zone die Ge- 


19 N. Applezweig, N. Wald, J. Vorzimer u. L. N. Sussman,} Amer. J. 
clin. Pathol. 20, 1110 [1950]. 
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rinnungszeit des Testplasmas etwas zu verkiirzen, vermag aber die im 
Mischversuch mit Heparin (III) im Eluat derselben, mit Toluidinblau 
anfarbbaren Zone auftretende totale Gerinnungshemmung nicht zu 
beeinflussen. In der dritten Zone (II) ist eine geringe Menge Heparin 
durch eine Gerinnungsverzégerung von | Sek. gerade noch nachweisbar. 
Die papierelektrophoretische Dissoziation des Prothrombins in Thrombin 
und Heparin ist also nur eine geringgradige. Dagegen ist in denThrombin- 
versuchen die Thrombinwirkung so stark, da sie sich auf 3 Zonen 
erstreckt (IV) und im Mischversuch (V) die Heparinwirkung in der 
2. und 3. Zone betrichtlich vermindert. Die im Thrombin vorhandene 
Heparinmenge ist in der 4. Zone (IV) nachweisbar und auf Grund der 
um 21% Sek. verlingerten Gerinnungszeit sicher groBer als die erst 
wihrend des Versuchs aus Prothrombin freigelegte Menge. Wir dirfen 
also folgern, daB beim Zerfall des Prothrombins sich entsprechende 
Mengen Thrombin und Heparin frei werden. Die bereits von Howell? 
aufgestellte und spaiter von Fuchs”! iibernommene Hypothese, da8 im 
Prothrombin eine Heparinverbindung vorliegt, findet in dem Ergebnis 
dieser Versuchsreihe eine wesentliche Stiitze. 

Die Frage, ob im Prothrombin das Heparin iiber das sogenannte 
Heparinkomplement”? an Thrombin gebunden ist, muB zunachst noch 
offen bleiben. Wir halten es durchaus fiir méglich, daB das Prothrombin 
ein Heparinantithrombin-Thrombinsymplex und das in dieser Ferment- 
Fermentinhibitorverbindung enthaltene Heparinkomplement der An- 
griffspunkt fiir proteolytische Fermente einschlieBlich der Thrombin- 
proteinase ist. Auch die aus dieser Annahme ableitbare Vorstellung, daB 
das Heparin als eine Art Kittsubstanz im Prothrombinsymplex vorliegt 
und da die Geschwindigkeit ihrer Herauslosung bzw. ihres hydro- 
lytischen Zerfalls das Tempo der Thrombin- und Heparinfreilegung 
bestimmt, steht mit unseren Versuchsergebnissen in Einklang. Die bei 
der Papierelektrophorese beobachtete Entstehung von Thrombin und 
Heparin aus einer konzentrierten Prothrombinlésung weist darauf hin, 
da8 es neben der proteolytischen Aufspaltung noch andere Mechanismen 
geben muB, die zu einer Dissoziation des Prothrombinsymplexes fiihren. 
In diesem Falle kann die elektrophoretische Abwanderung des Heparins 
die Freilegung des Thrombins begiinstigt haben. Da manche Autoren** 
nachweisen konnten, daB Thrombokinase heparininaktivierend wirkt, 
darf vermutet werden, daB bei der biologischen Thrombinbildung auch 
ein zur Bindung oder Zerstérung des Heparins fiihrender Vorgang die 
Prothrombindissoziation beschleunigt. 

20 W.H. Howell, Amer. J. Physiol. 29, 187 [1911]; 35, 474 [1914]. 

21 H. J. Fuchs, Ergebn. inn. Med. 38, 173 [1930]. 

22 Vgl. E. Chargaff, Advances in Enzymology V, 31 [1945]; E. Schwarz, 
C.Usteri u. F. Koller, Acta Haematol. 4, 148 [1950]; E. Schwarz, J. Wanner 


u. F. Koller, ebenda 6, 71 [1951]. 

23 W. H. Howell, Bull. Johns Hopkin Hosp. 42, 199 [1928]; A. Wadsworth 
u. F. Maltaner, Amer. J. Physiol. 119, 80 [1937]; J. H. Ferguson, Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 87, 23 [1937, 38]; F. Koller u. Mitarbb. 1. c. ** [1950]. 
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Zusammenfassung 


Die von Seegers entdeckte Umwandlung hochgereinigten Pro- 
thrombins in Thrombin in konzentrierter Citratlésung wird durch einen 
proteolytischen Vorgang maBgeblich beeinfluBt, der p q- und temperatur- 
abhangig ist. 

Das Thrombin selbst wurde in Bestiatigung der Befunde von Guest 
und Ware als proteolytisch wirksam gefunden. Es greift sowohl Fibrin 
wie Casein an. 

Die durch Animpfen mit Thrombin erreichbare Beschleunigung 
der Freilegung des Thrombins aus Prothrombin ist um so gréBer je 
hoher die proteolytische Aktivitét des Impfthrombins ist. 

Sehr kleine Mengen Trypsin wirken ebenfalls umwandlungsfordernd. 
50-proz. Glycerin- oder 20-proz. Serumalbuminlésung wirken stabili- 
sierend auf Thrombin aber nicht umwandlungsférdernd. Bei Anwesen- 
heit von Trypsinspuren wird isoliertes Prothrombin auch in konzen- 
trierten Glycerin- und Albuminlésungen in Thrombin itiberfiihrt. Reine 
waBrige Losungen des Prothrombins lassen sich in Gegenwart von 
Trypsin ebenfalls umwandeln, wenn sie geniigend hochkonzentriert sind. 

In der der Thrombinbildung vorhergehenden Latenzperiode ist 
immer ein Abfall der Sulfosalicylsiure-Triibwerte feststellbar. 

Das fibrinolytische Vermégen von durch Citrat oder Trypsin frei- 
gelegtem Thrombin wird durch Heparin gesteigert, wenn dieses vor 
Eintritt der Gerinnung zugegen ist. Heparin kann sowohl im Prothrombin 
wie im Thrombin durch Fallungsreaktionen und durch Toluidinblau 
sowie papierelektrophoretisch nachgewiesen werden. Es gelingt, durch 
Ansauern eine heparinfreie Thrombinfraktion herzustellen. 

Es wird erértert, welche Folgerungen sich aus der Anwesenheit 
von Heparin fiir die Konstitution des Prothrombins, die Freilegung des 
Thrombins und seine Fermentaktivitaét ergeben. 
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Uber die blutgerinnungshemmende Eigenschaft 
von mit Schwefelsdure veresterter Hyaluronsaure 
Von 
M. Pantlitschko, J. Schmid, F. Seelich und E. Kaiser 
(Aus dem Medizin.-chem. Institut und der II. Medizin. Klinik der Univ. Wien) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18, Juni 1951) 


Das aus Lunge und Leber isolierbare gerinnungshemmende Mucoid 
Heparin, das durch Charles und Scott! als kristallisiertes Barium- 
salz rein dargestellt werden konnte, besteht aus Tetrasaccharid-Einheiten, 
enthaltend 2 Mol. Glucuronsiure und 2 Mol. V-Acetylglucosamin, wobei 
5 Mol. Schwefelsiure mit vorhandenen Hydroxylgruppen in Ester- 
bindung verkniipft sind. Es hat nicht an Versuchen gefehlt, das, klinisch 
kaum entbehrliche, jedoch kostspielige Heparin durch leichter zuging- 
liche Substanzen zu ersetzen. Wir erinnern an die Arbeiten von Char- 
gaff et al., Karrer et al. sowie Kaulla und Husemann?, die zwar 
zu gerinnungshemmenden Substanzen fiihrten, jedoch hinsichtlich ihrer 
Wirkung auf den Organismus den klinischen Anforderungen nicht oder 
nur annahernd entsprachen. Klinische Verwendung in gréBerem AusmaB 
scheint lediglich das. Thrombocid® gefunden zu haben. Dem Heparin 
chemisch. verwandt ist die Hyaluronsiure, deren Struktur durch 
die Untersuchungen von K. Meyer und K.H. Meyer‘ aufgeklart 
wurde; sie enthalt N-Acetylglucosamin und Glucuronsiure im Ver- 
haltnis 1:1 bei einem Molekulargewicht von 200000 bis 400000. 

Die so ahnliche chemische Struktur lie erwarten, dab die Hyaluron- 
siure durch Veresterung mit Schwefelsiiure eine gerinnungshemmende 
Wirkung erlangen wiirde, ohne daB — da es sich um eine kérpereigene 
Grundsubstanz handelt — toxische oder sensibilisierende Nebeneffekte 
auftreten. Unsere Versuche bestitigten, wie bereits in einer kurzen 
Mitteilung berichtet wurde,’ diese Annahme?. 


Veresterung der Hyaluronsaiure mit Schwefelsdure 


Hyaluronséure wurde in der iiblichen Weise aus Nabelschniiren 
gewonnen. In ein in der Kalte bereitetes Gemisch aus 30 g Pyridin und 
7 ccm Chlorsulfonsiure wurden 3g trockene, pulverisierte Hyaluron- 


1 Charles u. Scott, Biochem. J. 30, 1927 [1936]. 

2 Chargaff, Bancroft u. Stanley-Brown, J. biol. Chemistry 115, 155 
[1936]. Karrer, Kénig u. Usteri, Helv. chim. Acta 26, 1296 [1943]; Karrer, 
Usteri u. Camerino, Helv. chim. Acta 27, 1422 [1944]; Kaulla, Monograph. 
Med. Klinik, Heft 7, Urban & Schwarzenberg 1949; Kaulla u. Husemann, 
Experientia [Basel] 2, 223 [1946]; Z. Naturforschg. 1, 481 [1946]; Kaulla, Huse- 
mann u. Kappesser, Z. ges. exp. Med. 114, 722 [1945]; Mackowiak u. Bar- 
nard, J. Amer. pharmac. Assoc. 36, 383 [1947]. 

’ Halse, Heparin, Heparinoide, Dicumarol. Hirzel, Ziirich 1950. 

4 K. Meyer, Physiol. Rev. 27, 335 [1944]; K.H. Meyer u. Fellig, Ex- 
perientia 6, 186 [1950]. 

5 Pantlitschko, Schmid, Seelich u. Kaiser, Mh. Chem. 82, 380 
[1951]. 
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siure eingetragen und 5 Stdn. bei 60° geriihrt. Nach dem Abkiihlen 
wurde mit Eiswasser versetzt und das Pyridinsalz der veresterten 
Hyaluronsaure mit Alkohol ausgefallt. Zur Uberfiihrung in das leicht 
lésliche, nicht toxische Natriumsalz wurde das Pyridinsalz in Wasser 
geloést, mit Natronlauge auf pq 7,0 gebracht und anschlieBend mit 
Alkohol gefallt. Zur Entfernung des gebildeten Natriumsulfats wurde 
die Substanz mehrmals aus Alkohol-Wasser umgefiallt. 


Die Schwefelbestimmung ergab 45,8°% Schwefelsiure. In der 
Hyaluronsiure sind 4 freie Hydroxylgruppen vorhanden, die fiir eine 
Veresterung mit Schwefelsiure in Frage kommen. Der theoretische 
Wert an Schwefelsiure in Prozent fiir eine dreifach veresterte Hyaluron- 
siure wiirde 46,3°/, betragen. Die gefundenen 45,8°% entsprechen dem 
theoretisch ermittelten Wert nahezu vollig. Bei der von uns ,,sulfu- 
rierten“ Hyaluronsaure handelt es sich demnach um einen Hyaluron- 
siure-trischwefelsdureester. 


Wirkungsweise in vivo und in vitro 
Versuchstechnik 


1. Bestimmung der Recalcificationszeit (RZ) (Normalwert 60—75 Sek.): 

0,1 ccm eines 0,01-m.Natriumoxalatplasmas wird bei 37,5° mit 0,1 ccm 
einer 0,02-m.Calciumchloridlésung versetzt und die Gerinnungszeit bestimmt. 
2. Bestimmung der Antithrombinzeit (ATZ): 

0,1 ccm eines 0,01-m.Natriumoxalatplasmas wird bei 37,59 mit 0,1 ccm 
Thrombinlésung ,,Roche“ versetzt, die mit Veronalacetatpuffer + NaCl (pq 7,4) 
solange verdiinnt wurde, bis die Gerinnungszeit mit Normalplasma 8—12 Sek. 
betrug und die Gerinnungszeit bestimmt. 

3. Bestimmung der Prothrombinzeit (PTZ) (Normalwert 16—18 Sek.): 

Methode nach Quick, modifiziert nach J. Schmid®, 0,1 ccm eines 0,01- 
m.Natriumoxalatplasmas wird bei 37,5° mit 0,1 cem Thrombokinase und 0,05 ccm 
eines besonders praparierten Rinderserums versetzt, dann 0,05 ccm 0,04-m.Calcium- 
chloridlésung zugesetzt und die Gerinnungszeit bestimmt. 

4. Bestimmung der Antithrombokinaseaktivitat (ATK): 
Methode nach J. Schmid®. 
a) 0,2ccm Oxalatplasma + 0,05ccm Thrombokinase werden sofort mit 
0,2 com Calciumchlorid recalcifiziert und die Gerinnungszeit bestimmt. 
b) 0,2 com Oxalatplasma -+ 0,05 ccm Thrombokinase werden 40 Min. bei 
37,5° inkubiert, dann Zusatz von Calciumchlorid und anschlieBend Be- 
stimmung der Gerinnungszeit. 

c) 0,2 ccm Oxalatplasma werden 40 Min. bei 37,5° inkubiert; ebenso die 

Thrombokinase. Dann wird Calciumchlorid zugesetzt und die Gerinnungs- 
zeit bestimmt. 


Berechnung: Nachdem das zu untersuchende Plasma prothrombokinase- 
frei erhalten wurde, fiigt man steigende Dosen Standard-Thrombokinase zu und 
bestimmt die fiir die Gerinnungszeit von 50 Sek. und fiir die Gerinnungszeit nach 
der Inkubation nétigen Thrombokinase-Mengen. AnschlieBend wird an Hand 
einer Eichkurve die ATK berechnet. 








6 Quick, Amer. J. Physiol. 114, 282 [1938]; Schmid, Blutgerinnung in 
Theorie und Praxis. Maudrich, Wien 1951. 
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A. Versuche in vivo 


Fiir die genaue Bestimmung der gerinnungshemmenden Wirkung der sulfu- 
rierten Hyaluronséiure wahlten wir einen 40 kg schweren Hund als Versuchstier. 
Nachdem zwei Tage lang bei seiner iiblichen Lebensweise GZ, RZ, PTZ und 
Retraktilitaét bestimmt worden waren und taglich die Fibrinogen- und Fibrinolyse- 
Bestimmung sowie das Differentialblutbild, Leukocyten und Erythrocyten kon- 
trolliert wurden, erhielt das Versuchstier am dritten Tag 100 mg sulfurierter 
Hyaluronsaure in physiologischer Kochsalzlésung intravenés verabreicht (Charge I). 
An diesem Tage wurden die oben angefiihrten Untersuchungen vor der Injektion 
des Praparates, 10 Min. nach der Injektion, sowie 1, 2, 3 und 4 Stdn. spater durch- 
gefiihrt. An den darauffolgenden Tagen bestimmten wir taglich morgens alle oben 
angefiihrten Werte und injizierten anschlieBend einma! taglich 120 mg sulfurierter 
Hyaluronsaure i. v. Am 9. Tage wurde derselbe Versuch mit 126 mg eines weiter 
gereinigten Praparates (Charge II) von sulfurierter Hyaluronsiure und Blut- 
abnahme vor der Injektion, 10 Min., 1, 2, 3, 4 und 5 Stdn. nachher durchgefiihrt. 
Am 10. bis 16. Tag wurde weiterhin taglich der Gerinnungsstatus und das Blut- 
bild kontrolliert. Am 16. Tag erhielt das Tier 120 mg Heparin (Liquemin ,,Roche“) 
i. v. injiziert, wobei wiederum vor der Injektion und anschlieBend bis 5 Stdn. 
nach der Injektion die oben beschriebenen Werte bestimmt wurden. Am 29. Tag 
nach Versuchsbeginn wurden nochmals 120 mg sulfurierte Hyaluronsaure i. v. 
gespritzt und vor und nach 10 Min. und dann alle Stunden (bis 5 Stdn.) die oben 
angegebenen Bestimmungen durchgefiihrt. 

Wie aus Abb. 1 ersichtlich ist, kommt es sowohl nach Injektion 
von 100 bzw. 126 mg sulfurierter Hyaluronsiure als auch nach 120 mg 
Heparin zu einer deutlichen Verlingerung von GZ und RZ, wiahrend 
die PTZ nur kurze Zeit und gering erhéht ist. Das zuerst verwendete 
Praparat erwies sich als deutlich schwacher, wogegen es durch weitere 
Reinigung méglich war, aktivere Priparate zu erhalten. Die Wirkung 
von Liquemin ist bei derselben Dosierung starker und linger anhaltend. 
Bei fortgesetzter taglich einmaliger Injektion andern sich weder die 
Leukocyten- oder Erythrocytenzahlen noch die Retraktilitaét, Fibrinogen- 
konzentration im Plasma oder die Fibrinolysin-Aktivitét. Auch die 
Thrombocytenzahlen bleiben auf gleicher Héhe. Derselbe Zustand be- 
steht bei neuerlicher Injektion des Priaparates nach 2 Wochen. Ahnliche 
Ergebnisse in bezug auf Anderung einzelner Gerinnungsfaktoren nach 
einmaliger i. v. Injektion der sulfurierten Hyaluronsiure konnten von 
uns schon friiher am Kaninchen erhoben werden’®. 


B. Versuche in vitro 


Zur Klarung des Wirkungsmechanismus der sulfurierten Hyaluron- 
siure bei der Verlingerung von GZ und RZ untersuchten wir die Aktivi- 
tat einzelner Gerinnungsfaktoren vor und nach Zusatz des Praparates 
in vitro. Hierfiir kam vor allem die Antithrombin-, Antiprothrombin- 
und Antithrombokinase-Aktivitét in Frage. Wie aus unserer ersten 
Mitteilung® hervorgeht, ist die sulfurierte Hyaluronsiure in die Gruppe 
der Heparinoide einzureihen. Heparin wirkt bekanntlich in schwacher 
Konzentration nur als Antithrombin, in stirkerer Dosierung aber auch 
als Antithrombokinase und Antiprothrombin. Dieselben Befunde gelten 
fiir die sulfurierte Hyaluronsiure. Da die Gerinnungshemmung, wie 
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weiter unten ausgefiihrt werden wird, durch Zusatz von Protaminsulfat 
oder Toluidinblau ebenso aufgehoben werden kann, wie die des Heparins, 
so mu8 man an einen gleichartigen Wirkungsmechanismus beider 
Priiparate denken. Es ist mit unseren bisherigen Herstellungsverfahren 
noch nicht gelungen, sulfurierte Hyaluronsiure in der gleichen Aktivitat 
wie Heparin zu gewinnen. Uber genaue Standardisierung wird zu einem 
spiteren Zeitpunkt berichtet werden. 

Tab. 1. Uberblick iiber die Versuchsergebnisse beim Vergleich der Aktivitat der 


einzelnen Gerinnungsfaktoren unter dem Einflu8 von sulfurierter Hyaluronsaure (I) 
und Heparin (II) (Zeitangabe in Sekunden). 






































eal RZ PTZ ATZ ATK 
soaieaniimmene Cee it ina | 4 ini eis 

10-8 44 90 

5.104 36 78 

2,5.10-4 30 62 
10-4 126 is | 26 | 96 50 | 74 
5.1075 108 | 142 | 18 | 18 | 80 | 128 | 48 | 54 
2,5.10-5 93 | 30 | 18 | 18 | 50 | 52 | 48 | 48 
10-5 so | 70 | 18 | 18 | 32 | 34 |. 48 | 48 
5.1078 76 | 7 | 18 | 18 | 95 | 98 | 48 | 48 
2,5.10-8 -| 7 | 7 | 18 | 18 | 23 | 24 | 48 | 48 
10-8 60 | 60 | 1g | 1s | 21 | 22 | 48 | 48 
5.107? 58 | 60 | 18 | 18 20 | 48 | 48 
2,5.10-7 56 58 18 18 48 48 
10-7 59 | 58 | 18 | 18 is | 48 | 48 


Aus Tab. 1 ist zu ersehen, da Liquemin und sulfurierte Hyaluron- 
siure bei Konzentrationen von 2,5.10-® g/0,1 com Plasma eben noch 
die RZ deutlich verlingert. Empfindlicher ist die Bestimmung der ATZ. 
Hier ist das Liquemin wirksamer als sulfurierte Hyaluronsdure, was 
sich besonders bei héheren Konzentrationen (5.10-* g/0,1 cem Plasma) 
auswirkt. Beide Praiparate verzégern die Thrombinwirkung aber noch 
deutlich bei 10-* g/0,1 com Plasma. Méglicherweise benétigt Liquemin 
eine kiirzere Inkubationszeit als sulfurierte Hyaluronsiure zur Ent- 
faltung der vollen Antithrombinwirkung. Die maximale Thrombin- 
hemmung durch die physiologischen Antithrombinmengen wird ja 
bekanntlich erst nach 9 bis 15 Min. Inkubationszeit mit Thrombin 
erreicht, was auch bei den iiblichen ATZ-Bestimmungen eingehalten 
wird. Die hier wegen ihrer Einfachheit durchgefiihrte Bestimmungs- 
methode liefert demnach bei niedrigen Konzentrationen der Hemmstoffe 
keine verliBlichen Resultate. Bei gréBeren Konzentrationen wird die 
nétige Inkubationszeit immer kiirzer und ist sehr bald zu vernach- 
lissigen. Die Antithrombokinasewirkung tritt erst bei Konzentrationen 
von 10-* g/0,lccm Plasma sulfurierter Hyaluronsiure und solchen 
von 5.10-5 g/0,1 ccm Plasma Liquemin auf. Hier ist Liquemin ungefahr 
doppelt so wirksam wie unser bisheriges Praiparat. Ebenso verhalt es 
sich beziiglich der Antiprothrombin-Wirkung (2,5.10-¢ g/0,1 com Plasma 
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sulfurierte Hyaluronsiure und 10-* g/0,1 com Plasma Liquemin), wobei 
ein verschiedenes Verhalten der Antithrombinwirkungen bei dieser 
Bestimmung ebenfalls eine Rolle spielen wiirde. 


Stabilitét des Hyaluronsiure-Trischwefelsiureesters 


Zur Priifung der Stabilitaét der sulfurierten Hyaluronsiure wurden 
5 mg des Priaparates in 5 ccm m/15-Phosphatpuffer von py 5, 6, 7 und 8 
gelést und taglich nach Verdiinnung mit physiologischer NaCl (1: 50) 
die Recalcificationszeit und die Antithrombinzeit bestimmt. Wahrend 
die anfangs hergestellten, weniger rei- 






































nen Praparate, die bei alkalischem py , zeol | 
geloést wurden, oft schon nach einem t 2 
Tag ihre Aktivitat vollig eingebiiBt ¢ pq RE 
hatten, blieb diese bei den spiteren, $20 
gereinigten Substanzen, auch durch & gol \ 
mehrere Tage erhalten. Zwischen den jg 
einzelnen gepufferten Lésungen ergaben Ol \ 
sich nur geringfiigige Unterschiede. Es \. 
wurde aus diesem Grunde darauf ver- aes -™/ 
zichtet, die Werte tabellarisch zusam- 
menzufassen. ss 
Aus der Abb. 2 ist die Abnahme ATé 























der Wirkung einer Lésung bei Pu 7,0 . ” ae ee. 

zu entnehmen. Wiahrend die RZ fast 

véllig unverindert blieb, kam es zu Abb. 2. EinfluB der Alterung auf 

einer deutlichen Abnahme der ATZ, “ie Aktivitat einer Losing von 
; Hyaluronsaure-trischwefel:aure- 

was darauf schlieBen liBt, daB haupt- porwnny 

sichlich die Antithrombin-Aktivitat 

verloren geht, waihrend die Antithrombokinase- und Antiprothrombin- 

Aktivitat, die fiir die Verlingerung der RZ ebenfalls eine Rolle spielen, 


ziemlich konstant bleiben. 


Aufhebung der Gerinnungshemmung 


Wie bereits Waldschmidt-Leitz, Stadler und Steigerwald 
zeigten’, ibt Protamin einen hemmenden Einflu8 auf die Blutgerinnung 
aus. Chargaff und Olson® berichteten etwas spiter iiber die Auf- 
hebung der gerinnungshemmenden Wirkung von Heparin, Cellulose- 
schwefelsiure und Polyvinylschwefelsiure im Tierversuch (Hund). 
Auch Toluidinblau hebt die gerinnungshemmende Wirkung von Heparin 
auf®. Zur Klarung der Frage, ob die gerinnungshemmende Wirkung 
7 Waldschmidt-Leitz, Stadler u. Steigerwaldt, diese Z. 183, 39 
1929]. 

, é Chargaff u. Olson, J. biol. Chemistry 122, 153 [1937/38]. 

® K. H. Meyer, Fellig u. Fischer, Helv. chim. Acta 34, 939 [1951]; 

Quivy, C. R. Séances. Soc. Biol. Filiales Associées 148, 22 [1949]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 4 
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der sulfurierten Hyaluronsiure ebenso wie die von Heparin und anderen 
Polysaccharid-Polyschwefelsiure-Estern durch Protaminsulfat bzw. 
Toluidinblau aufgehoben werden kann, wurden sowohl Versuche in vivo 
als auch in vitro angestellt. 


A. Versuche in vivo 
Ein 3,5 kg schweres Kaninchen erhielt 2 mg/kg sulfurierte Hyaluron- 
sdure intravenés. Nach 1 Stde. wurden 2 mg/kg Protaminsulfat ge- 
spritzt und es kam zu einer sofortigen Abnahme der Gerinnungshemmung 
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wie aus Abb. 3 zu ersehen ist. Die ATZ und GZ sanken sofort auf den 
Ausgangswert ab. 

Ein 40 kg schwerer Hund erhielt intravends 120 mg (entspricht 
3 mg/kg) sulfurierter Hyaluronsiure. Nach 1 Stde. wurde die ent- 
sprechende Menge Protaminsulfat (120 mg) gespritzt und es trat sofort 
eine Normalisierung des Gerinnungsstatus ein. Die Versuche in vivo 
haben also eindeutig ergeben, daB die Wirkung der gerinnungshemmenden 
sulfurierten Hyaluronsaéure durch Protaminsulfat aufgehoben werden 
kann, was fiir die Klinik von gréBter Bedeutung ist. 


B. Versuche in vitro 

5 mg sulfurierter Hyaluronsiure wurden in 5 ccm m/15-Phosphat- 
puffer gelést und mit physiologischer NaCl 1:50 verdiinnt. Diese 
Losung ergab eine Verlingerung der ATZ auf 1’, 7’’. Bei Zusatz von 
1°/9 Toluidinblau sank der ATZ-Wert auf 28’’ ab. Die Kombination 
sulfurierte Hyaluronsiure und Protaminsulfat (1°/ 9) ergab ATZ-Werte 
von 5—8’’. Die Bestimmung der RZ ergab bei den beiden Kombina- 
tionen (sulfurierte Hyaluronsiure + Protaminsulfat bzw. Toluidinblau) 
ebenfalls eine deutliche Abnahme, die sich jedoch nur ungenau reprodu- 
zieren lieB. Die erhaltenen Werte sind aus Tab. 2 zu entnehmen und 
stellen Mittelwerte aus 3 Bestimmungen dar. 
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Tab. 2. Aufhebung der Gerinnungshemmung. 








sulf. Hyaluron- | sulf. Hyaluron- 
oa t sulf. Hyaluron- sdure sdure 
re sdure Toluidinblau Protaminsaure 
1%/o0 1°/o0 
ATZ 10,5’ he 28’’ a 
RZ 1’, 16” iiber 4’ 1’ 22’’ Lae 





Fibrinolytische Wirkung 


Die Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz, Stadler und 
Steigerwald’? sowie von Eagle und Harris!® haben gezeigt, daB 
rohes oder kristallinisches Trypsin in geeigneten Konzentrationen Blut 
von Hunden, Kaninchen und Meerschweinchen sowie Menschenblut 
oder Plasma zur Gerinnung bringt. Es reagiert dabei nicht in der Weise, 
daB es das Fibrinogen direkt zur Ausfallung bringt, sondern Prothrombin 
in Thrombin umwandelt: somit hat Trypsin dieselbe Wirkung wie das 
physiologische System Calcium-Blutplaittchen bzw. Calcium-Gewebs- 
saft. Die Autoren zogen daraus den SchluB, daB dieses System ein mit 
spezifischer Affinitét zu Prothrombin ausgestattetes proteolytisches 
Ferment enthielte. Die proteolytische Wirkung von Trypsin wird in 
gereinigten Systemen durch die Anwesenheit von Heparin in Abhangig- 
keit von der Konzentration abgeschwacht bzw. gehemmt'. Hude- 
mann" konnte in einer Untersuchung iiber Thrombinwirkung und 
Fibrinolyse keinen EinfluB des Heparins auf die Fibrinolyse feststellen. 
Nach den Untersuchungen von Howell, Astrup und Darling sowie 
FeiBly und Encowicz?? ist zur Bildung eines antithrombinwirksamen 
Stoffes aus Heparin im Blutplasma die Gegenwart eines thermolabilen 
Stoffes erforderlich, der als Thrombincoinhibitor bezeichnet wird. 
Dieser Stoff wird bereits durch 5 Min. langes Erwirmen auf 56° zerstért 
und fehlt im Serum, da er durch die Gerinnung des Blutes zerstért 
wird, Er ist mit dem normalen Antithrombin im Plasma und Serum 
nicht identisch. Die erste Beobachtung iiber eine Fibrinolysewirkung 
machten Rabinowitch und Pines!%, Sie erzeugten beim Kaninchen 
traumatische Thrombosen in der V. jugularis und konnten 2—5 Tage 
nach Heparininjektion wieder freie GefiBlumina finden. 1948 konnte 
Halse!3 bei Versuchen mit dem schwedischen Heparinpriparat 


10 Kagle u. Harris, J. Physiology 20, 543 [1937]. 

11 Dragstedt, Wells u. Rocha-Silva, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 51, 
191 [1942]; Glazko u. Ferguson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 45, 43 [1940]; 
Horwitt, Science [New York] 92, 89 [1940]; Hudemann, Kolloid-Z. 92, 189 
[1940]. 

12 Howell, Amer. J. Physiol. 71, 553 [1924]; FeiBly u. Encowicz, 
Schweiz. Med. Wschr. 76, 274 [1946]; Astrup u. Darling, Acta Physiol. Scand. 
5, 13 [1943]. 

18 Rabinowitch u. Pines, Surgery 14, 669 [1943]. 

14 Halse, Die Fibrinolyse. Editio Cantor Aulendorf/Freiburg 1948; Enzy- 
mologia 12, 376 [1948]. 
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,,Vitrum“ sowohl in vitro als auch in vivo eine betrachtliche Be- 
schleunigung der Fibrinolyse beobachten. In spiiteren Arbeiten berichtet 
Halse}  iiber die Wirkung von Heparin auf die Fibrinolyse in Serum 
und Plasma und konnte Unterschiede feststellen. Zur fibrinolytischen 
Aktivitét ist die Anwesenheit eines Co-Faktors notwendig, der im 
Serum nur sparlich vorhanden ist, waihrend er im Plasma in groSer 
Menge vorkommt. Die geringe fibrinolytische Wirkung im Serum 
gegeniiber der relativ starken im Plasma wird darauf zurickgefiihrt. 
Zwischen den einzelnen Handelspriparaten scheinen ebenfalls deutliche 
Unterschiede zu bestehen. Die kriftigste fibrinolytische Wirkung 
zeigte das schwedische Heparin ,,Vitrum“, Liquemin ,, Roche“ bleibt 
nach Halse bereits etwas zuriick. Das Thrombovetren ,, Promonta‘ 
besitzt nur mehr unbedeutende lytische Wirkung, waihrend das Vetren 
»Promonta“ tiberhaupt keine Fibrinolyse zeigt. 

In unseren Untersuchungen tiber die fibrinolytische Wirkung hielten 
wir uns an die Versuchsanordnung von Halse*. Heparin ,,Vitrum‘ 
zeigte nach unseren Untersuchungen wohl eine fibrinolytische Wirkung, 
die jedoch keinesfalls die von Halse angegebene Aktivitit erreichte. 
In bezug auf Liquemin ,,Roche“ und sulfurierter Hyaluronsiure 
konnten wir nur eine ganz geringe fibrinolytische Wirkung feststellen. 
Wir fiihren diese Diskrepanz der Versuchsergebnisse auf die schwer zu 
handhabende Bestimmungsmethode zuriick um so mehr als nach 
privaten Mitteilungen Baserga (Med. Klinik Pavia), Deutsch (I. Med. 
Klinik Wien) und Schmid (II. Med. Klinik Wien) die Werte von Halse 
ebenfalls nicht reproduzieren konnten. Um die Frage der Fibrinolysin- 
Aktivierung der sulfurierten Hyaluronsaure zu iiberpriifen, sind derzeit 
Untersuchungen mit neuen Methoden im Gange. 

Toxizitat 

Die stérenden Nebenwirkungen vieler sulfurierter Polysaccharide 
auBern sich hauptsachlich in Fibrinogenausfallung!*, Thrombocyten- 
agglutination!” und transitorischen Leukopenien!*. Dazu kommt noch 
eine starke antikomplementire Wirkung mancher Praparate!*?°, 

Zur Priifung der Toxizitat der sulfurierten Hyaluronséure wurden 
je 3 Mausen von je 30g Gewicht 10, 100 bzw. 1000 y sulfurierter 
Hyaluronsaure s. c. injiziert. Alle Miause iiberlebten den Versuch ohne 
schidliche Nebenwirkung, obwohl die stiirkste Dosis fiir einen normalen 
Menschen etwa 2g bedeuten. SchlieBlich wurde wahrend simtlicher 
angestellter Versuche am Hund ebenfalls das Blutbild untersucht. 


15 Halse, Enzymologia 18, 176 [1949]; Klin. Wschr. 27, 226 [1949]. 

16 Astrup u. Piper, Acta physiol. Scand. 9, 351 [1945]. 

17 Piper, Acta physiol. Scand. 9, 28 [1945]. 

18 Kaulla, Monograph. Med. Klinik, Heft 7. Urban & Schwarzenberg, Berlin, 
Miinchen 1949. 

19 Ecker u. Pillemer, J. Immunology 40, 81, 89 [1941]. 
20 Kaulla u. Husemann, Experientia [Bac<el} 2, 223 [1946]. 
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Auch in diesen Versuchen zeigte sich kein EinfluB auf die Erythrocyten- 
zahl, die Leukocytenzahl und das Differentialblutbild. Fibrinogen- 
ausfallung oder Thrombopenie konnten niemals beobachtet werden. 
Wiederholte Injektionen der sulfurierten Hyaluronsaure mit Intervallen 
bis zu 2 Wochen ergaben keine Zeichen einer Sensibilisierung des Ver- 
suchstieres. Die Wirkung auf den Blutdruck wurde an Katzen getestet, 
denen verschiedene Dosen der gerinnungshemmenden sulfurierten 
Hyaluronsaure injiziert wurden. Eine abnorme Blutdruckwirkung 
konnte in keinem der Versuche beobachtet werden. 

Anm. b.d. Korr.: Ahnliche Erzebnisse fanden unabhangig von uns Balacs, 
Hoégberg und Laurent (Physiol. scand. Acta 1951). 


Zusammenfassung 


1. Es wird iiber eine Methode der Sulfurierung der Hyaluronséure 
berichtet. Das erhaltene Produkt stellt einen Hyaluronsiure-Trischwefel- 


sdiureester dar. 
2. Die sulfurierte Hyaluronsaure verhindert bei gleichem Wirkungs- 


mechanismus in ahnlichen Konzentrationen wie das Heparin die Blut- 
gerinnung, sowohl in vivo als auch in vitro. 

3. Die sulfurierte Hyaluronsdiure ist im festen Zustand stabil, 
waBrige Losungen verlieren jedoch langsam an Wirksamkeit. 

4. Die Wirkung der sulfurierten Hyaluronsiéure kann in vivo und 
vitro durch Protaminsulfat aufgehoben werden. 

5. Die fibrinolytische Wirkung scheint, nach der Methode von 
Halse bestimmt, nur ganz gering zu sein; Untersuchungen mittels an- 


derer Methoden sind im Gange. 
6. Toxische Nebenwirkungen (Blutbild, Fibrinogenausfillung, 


Thrombocytenagglutination, Blutdruck) konnten nicht  festgestellt 
werden. 
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Uber die Beziehung zwischen Heparin 
und der Gerendasschen Thrombin-Inaktivierungsreaktion * 


Von 
Michael Keéri-Szanto und Eva Keéri-Szanto 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitat von Saskatchewan, Saskatoon, Sask., Canada; 
Vorstand: Prof. Louis B. Jaques 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. September 1951) 


Im Jahre 1949 beschrieb Gerendas' eine einfache Methode zur 
Messung der Geschwindigkeit, mit der zugesetztes Thrombin aus dem 
Blute verschwindet. Eine gréBere Anzahl solcher Bestimmungen wurde 
von Gerendas und seinen Mitarbeitern ausgefiihrt und es konnten 
verschiedene interessante Ergebnisse im Bereiche der experimentellen 
und klinischen Medizin erzielt werden?. 

Bald ergab sich jedoch, daB die Methode in der urspriinglichen 
Form nur dann verwendbar war, wenn es sich um die Bestimmung der 
Anderung der Inaktivierungsgeschwindigkeit bei demselben Subjekt 
binnen nicht zu langer Zeit handelte. Leider traf die Erwartung nicht 
zu, daB mit dieser Methode ein einfacher Weg gefunden sei, die Throm- 


bosegefaihrdeten aus dem Operationsmaterial friihzeitig herauszufinden. . 


Die Inaktivierungsgeschwindigkeit wechselt nimlich von Patient zu 
Patient taglich so sehr, daB Normalwerte nicht bestimmt werden kénnen. 

Wegen der Unzuginglichkeit des Originals hielten wir es fiir an- 
gebracht, uns mit der Methodik Gerendas etwas niher zu befassen. 
Die eigenen Versuche, iiber die hier berichtet werden soll, befassen sich 
mit den quantitativen Beziehungen zwischen Heparinkonzentration 
und Inaktivierung. 


I. Experimenteller Teil 


Gerendas ging von der alten Beobachtung aus, daB dem Serum 
zugesetztes Thrombin schnell verschwindet. Er konnte zeigen, daB 
dies eine monomolekulare Reaktion ist, die durch die Reaktionskonstante 
k vollkommen charakterisiert werden kann. Zur Bestimmung von k 
bediente er sich einer graphischen Methode, die eine schnelle und ein- 
fache Ermittelung eines Vergleichswertes erméglichte 


Technisch wird die Bestimmung so ausgefiihrt, daB auf einer Porzellan- 
Tiipfelplatte 0,4 ccm Serum mit 0,3 ccm einer Thrombinlésung versetzt werden. 
30, 90, 150, 210 und 270 Sek. spiter wird je 0,1 ccm des Reaktionsgemisches auf 


. * Diese Untersuchungen wurden in der I. med. Klinik der Wiener Uni- 
versitét begonnen, fiir deren Gastfreundschaft und Entgegenkommen hier herz- 
lichst gedankt sei. Die Fortsetzung wurde durch die finanzielle Unterstiitzung 
des National Cancer Institute of Canada ermdéglicht. 

1M. Gerendds, Orvosi Hetilap 90, 98 [1949]. 

2 I. Csefko, B. Fiam, E. Mako u. M. Keéri-SzAnto, Magyar Sebészet 
1/4 [1950]; I. Husz4k u. J. Sz4k, Acta med. Scand. 188, 48 [1950]; G. Weber 
u. K. Drechsler, Amer. J. Physiol. 162, 665 [1950]. 
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seinen Thrombingehalt untersucht; es wird mit 0,2 com Oxalatplasma vermischt 
und das Gerinnungsgemisch wird mit einem feinen Haken standig durchgeriihrt. 
Der Moment, in dem sich der erste feine Fibrinfaden am Glashaken anheftet, gilt 
als Gerinnungszeit. 

Die Gerinnungszeiten werden mit den Zeiten, zu denen die Probe 
dem Reaktionsgemisch entnommen wurden, in einem semilogarith- 
mischen Koordinatensystem aufgetragen; die mit den Punkten am 
besten iibereinstimmende Gerade wurde gezogen. Die Steigung der 
Geraden dient als MaB der Inaktivierung (Abb. 1). 

















l 1 1 — 
0 30 90 150 20 §=270se 


Abb. 1. Bestimmung der Inaktivierung nach Gerendds. Der Abstand A von 
der Grundlinie in einer konstanten Entfernung B dient als Ma8 der Reaktions- 
konstante k. GZ.: Gerinnungszeit in Sekunden, sec.: Inkubationszeit in Sekunden. 


Wie ersichtlich, wurden bei der Methode mehrere vereinfachende 
Annahmen gemacht. So werden z. B. direkt die Gerinnungszeiten und 
nicht die dazu gehérigen Thrombinmengen graphisch dargestellt, was 
nur solange zulissig ist, als das System, in dem die Gerinnungszeiten 
bestimmt werden, unverindert ist. Bei Oxalatplasma, das seine Aktivitat 
stindig andert, kann dadurch eine betrachtliche Fehlerquelle hinsicht- 
lich der absoluten GréBe von k entstehen. Es ist auch offenbar, daB die 
Steigung der Geraden von den Maen des Semilogpapiers abhangt 
und daB dieselben Punkte bei zwei verschiedenen Papieren Geraden 
mit verschiedener Steigung ergeben wiirden. Solange aber die MaBe 
des Papiers angegeben sind oder dasselbe Papier staindig benutzt wird, 
Jassen sich die Werte untereinander vergleichen, was fiir eine groBe 
Anzahl von Untersuchungen geniigt. Fiir die Klinik wird die graphische 
Bestimmung sicherlich die Methode der Wahl sein; vorerst soll aber 
festgestellt werden, was eigentlich mit der Inaktivierung gemessen wird. 
Gerendas® hat qualitativ festgestellt, daB die Inaktivierung durch 


3 M. Gerendds, Nature [London] 157, 837 [1946]. 
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Heparin gefordert und durch Antiheparinica, namentlich Protamin und 
Toluidinblau sowie auch durch Histamin, gehemmt wird. Um das 
Problem quantitativ anzugreifen, muBte die urspriingliche Methodik 
etwas modifiziert werden. Die Anderungen zielten alle dahin, daB a) die 
absolute Gr6éBe des Reaktionskonstanten k ermittelt werden konnte 
und b) ein wohl-standardisiertes Verfahren mit standardisierten 
Reagenzien zur Verfiigung stehe, mit der die Versuche beliebig oft 
wiederholt werden kénnen. 


In unserem Institute werden deswegen die Bestimmungen der Thrombin- 
inaktivierung wie folgt ausgefiihrt: 


Inaktivierungs-Substrat: 5-proz. Lésung eines getrockneten Human- 
oder Rinderserums (letzteres wurde uns von Dr. L. L. Lachat, Armour & Co., 
in dankenswertester Weise iiberlassen). 


Gerinnungs-Substrat: 0,2-proz. Fibrinogen-Lésung (Armours Frak- 
tion I.) in physiologischer NaCl. ' 

Thrombin: 0,15-proz. Lésung (Parke, Davis & Co., Thrombin Topical). 

Alle Léstngen sollten tiaglich frisch angesetzt werden. Die Tiipfelplatte wird 
auf ein Wasserbad (37° C) gesetzt, so daB ihre Unterfliche das Wasser beriihrt. 
Dann wird die Bestimmung wie oben geschildert ausgefiihrt. 

Die den so gewonnenen Punkten am besten entsprechende Gerade 
wird gezogen. Nun wird aber durch die Steigung der Geraden zugleich 
die Thrombinkonzentration bestimmt, da mit. einem konstant ge- 
haltenen Gerinnungssystem die Beziehung zwischen Gerinnungszeit 
(G.Z.) und Thrombinkonzentration (Zh) durch die Gleichung 


In Th = a—bInG.Z. (1) 


ausgedriickt werden kann, welche im logarithmischen Koordinaten- 
system durch eine Gerade dargestellt wird. Unter unseren Versuchs- 
bedingungen lautete (1): 


In Th = 7.759 — 1.404 In G.Z. (la) 


wo Th in y/ecm des Priparates und G.Z. in sec ausgedriickt wurde. 

Werden die Thrombinkonzentrationen 7, und 7h, aus Gl. (1) zu 
zwei Zeitpunkten ¢t, und ¢t, bestimmt, so ergibt sich hieraus k in ab- 
soluten Ziffern im Sinne der Gleichung 


In Th, — In Th, = k(t, —t,). (2) 


Von hier ausgehend, konnte der EinfluB verschiedener Agenzien auf 
k quantitativ erfaBt werden, da wir nun nicht mit Vergleichswerten 
arbeiteten. Im folgenden sei hier iiber unsere Ergebnisse mit Heparin 
(Connaught Research Laboratories, University of Toronto) berichtet. 

Wir konnten feststellen, daB sofort nach Zugabe des Heparins, 
die Inaktivierungskurven unerklarliche Schwankungen zeigten, daB 
aber nach einer bestimmten Zeit der urspriingliche monomolekulare 
Reaktionsgang wieder erscheint. Der Wert von k wird jedoch durch 
Zugabe von Heparin wesentlich erhdht. Bei diesen Versuchen gingen 
wir so vor, da8 wir 0,3 cem Serum mit verschiedenen Mengen Heparin 
(0,1—1,0 y/eem Endkonzentration) in 0,1 ccm physiol. NaCl 2 Stdn. 
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bei 37° C inkubierten und anschlieBend die Inaktivierung der Mischung 
bestimmten. Wir fanden, daB im Bereiche der untersuchten Heparin- 
konzentration folgendes Verhaltnis zwischen zugesetztem Heparin (H) 
und k besteht (Abb. 2): 
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Abb. 2. Der Effekt von Heparin auf %. Humanserum, 43% Endkonzentration. 


Weitere Untersuchungen ergaben jedoch, daB (3) keine allgemeine 
Giltigkeit hat und nur bei einer bestimmten Serum-Konzentration im 
Reaktionsgemisch anwendbar ist, denn die Werte fiir beide Konstanten 
steigen mit zunehmender Konzentration des Serums an. 

Um diese Verhialtnisse naher zu priifen, stellten wir Inaktivierungs- 
versuche an, bei denen die Konzentration des Serums (S) im Reaktions- 
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Abb. 3. Der Effekt der Verdiinnung auf die Inaktivierung. Rinderserum. Die 
gestrichelten Dreiecke zeigen die Wirkung von 1,0» Heparin/ccm auf die Reaktions- 
gemische, die 14,3, 28,6 bzw. 42,99 Serum enthalten (s. auch Abb. 4). 
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gemisch variiert wurde. Die gefundenen Werte fiir & konnten durch 
die Gleichung 
Ink=pS+r (4) 
ausgedriickt werden, wo p und r Konstanten sind (Abb. 3). 
Eine allgemein giiltige Gleichung fiir k muBte also beide Variablen 
H und S umfassen und vom allgemeinen Typus 
In k = m (H—a) (S—0) + ¢ (5) 
oder 
In k = mHS — maS — mbH + c’ (5’) 


sein, wo m, a, 6b, c und c’ Konstanten sind. 
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Abb. 4. Die Wirkung gleicher Mengen Heparin auf die Inaktivierung bei ver- 
schiedenen Serumkonzentrationen. A = 14,394, B = 28,6%, C = 42,9%. 


Versuche, in denen wir wechselnde Mengen von Heparin und Serum 
miteinander inkubierten und dann die Inaktivierung der Gemische 
bestimmten (Abb. 4), bekraftigten unsere Vermutung. Diese Ergebnisse 
entsprachen der Gleichung 


In k = 2.8294 (H + 0.8368) (S + 0.0968) — 6.0105, (5a) 
die auch in der Form 
In k = 2.8294 SH +- 0.2793 H + 2.3650 S — 5.7815 (5’a) 


geschrieben werden kann, wo H in y/ccm und S in % ausgedriickt wird. 

Die Tatsache, daB der Heparineffekt nach Gl. (5) — zumindest 
was die Thrombininaktivierung anbelangt — von der Serumkonzen- 
tration abhangig ist, hat keine direkte klinische Bedeutung, da ja die 
Serumkonzentration des Patienten stindig konstant ist. Man soll aber 
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bedenken, daB die ,,Serumkonzentration“ in diesem Falle eigentlich 
der Konzentration des Heparinkomplementes* im Serum entsprechen 
soll. Nach neuesten Untersuchungen ist zwar in vivo nie das Heparin- 
komplement der begrenzende Faktor fiir die Heparinwirkung®, ob das 
aber auch in vitro zutrifft, wo ja das zu untersuchende Serum stets 
mehr oder weniger verdiinnt wird, bleibt offen und sollte bei der Kritik 
der verschiedenen Antithrombin-Bestimmungen beriicksichtigt werden. 

Auf Grund seiner Ergebnisse, nach denen Antiheparinica auch die 
Inaktivierung des unbehandelten Serums herabsetzen, nahm Gerendas 
an, daB Heparin auch im normalen Blute vorhanden ist. Dieses Argument 
ist keineswegs zwingend. Der Wirkungsmechanismus des Heparins 
besteht, wie schon Fischer zeigen konnte®, in der Verschiebung des 
isoelektrischen Punktes der verschiedensten EiweiBkérper. Seine 
gerinnungshemmende Wirkung kann zwanglos als ein Spezialfall dieses 
allgemeinen Effektes angesehen werden. Nach den Untersuchungen von 
Jaques’ iibt eine stark basische Substanz wie Protamin eine dem 
sauren Heparin entgegengesetzte direkte Wirkung auf dieselben EiweiB- 
korper aus, die unabhingig von der Gegenwart von Heparin ist. Ver- 
suche mit Protamin erlauben daher keinen Schlu8 auf die Anwesen- 
heit von Heparin im Blute. Immerhin hat die Annahme, daB sich Heparin 
stindig im Blute befindet, Verschiedenes fiir sich. Sie taucht seit 
Howells ersten Arbeiten immer wieder auf und konnte allgemeine 
Anerkennung hauptsachlich deshalb nicht erlangen, weil es bisher nie 
gegliickt war, Heparin mit Bestimmtheit aus normalem Blute zu iso- 
lieren, obwohl es Methoden gab, mit denen 5 y/ccm Heparin schon 
quantitativ zuriickgewonnen werden konnten®’. Da wir in der Inakti- 
vierung einen einfachen und auBerst empfindlichen Test zur Bestimmung 
des Heparins gefunden haben, wollten wir erneut die Isolierung des 
Heparins aus normalem Blut versuchen und zugleich aus unseren Formeln 
die gesamten Antithrombin-Aktivitiét des Serums in y Heparin be- 
rechnen. 

Eine personliche Mitteilung von Dr. D. Glick und Fri. M. J. Ochs 
veranlaBte uns, zur Gewinnung des Heparins eine Modifikation der 
Monkhouse- und Jaquesschen Methode® zu verwenden. Sie besteht 
darin, daB das Serum 30 Min. auf 56°C erwarmt wird, bevor es mit 
Phenol versetzt wird. So gelang es, Extrakte zu gewinnen, die eine 
qualitative metachromatische Aktivitaét besaBen und, mit dem Jaques- 
und Charlesschen Antithrombinverfahren® gemessen, eine Aktivitaét von 


70, 62, 21 und 15 y Heparin/100 ccm 








4 A. Quick, Amer. J. Physiol. 128, 712 [1938]. 

5 C. Usteri, Diss. Ziirich 1949. 

6 A. Fischer, Biochem. Z. 240, 364 [1931]. 

7 L. B. Jaques, Biochem. J. 37, 189 [1943]. 

8 F.C. Monkhouse u. L. B. Jaques, J. Lab. clin. Med. 36, 782 [1950]. 
L. B. Jaques u. A. F.Charles, Quart. J. Pharmac. Pharmacol. 14, 1 


[1941]. 
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aufwiesen. Diese Versuche wurden alle mit demselben Serum (ge- 
trocknetes Rinderserum) ausgefiihrt. Die groBen Schwankungen sind 
wahrscheinlich auf eine mangelhafte Methodik bei der Extrahierung 
und darauf zuriickzufiihren, da bei der Antithrombinbestimmung 
sehr nahe an der Grenze der Empfindlichkeit der Methode gearbeitet 
werden muBte. Inaktivierungsversuche mit den Extrakten lieferten 
kein eindeutiges Ergebnis, wahrscheinlich weil zuriickgebliebene Spuren 
von Phenol die Inaktivierung beeintrachtigten. 

Die mathematische Ermittlung eines Heparinwertes, der die ge- 
samte urspriingliche Aktivitit des Serums ausdriickt, bereitete 
Schwierigkeiten. Wie aus Formel (5’a) ersichtlich, wirkt der Effekt 
von Serum und Heparin auf die Inaktivierung nicht nur additiv, sondern 
auch potenzierend aus. Die Frage, die wir beantworten wollten, muBte 
wie folgt gestellt werden: Wieviel Heparin ist nétig (bei 100° Serum- 
konzentration), um Gl. (5’a) bei einem bestimmten Inaktivierungs- 
wert & allein zu befriedigen ? 

Der betreffende Wert fiir k konnte mathematisch aus Gl. (4) oder 
graphisch in Abb. 3 gefunden und in Gl. (5’a) eingesetzt werden. In der 
letzteren muBten aber zwei verschiedene Werte fiir S angenommen 
werden: : 

S = 1 fiir das Glied (2.8294 SH), da wir die Heparinaktivitat bei dieser 
Konzentration bestimmen 


und 


S = 0 fir (2.3650 8), da wir die gesamte Inaktivierung als Heparin- 
konzentration ausdriicken wollten. 


Formel (5’a) nahm somit folgende Form an: 


In 0.0321 = 2.8294 H + 0.2793 H + O — 5.7815, (5’b) 
woraus 
H = — 0.724 y/ccm. 


Die Inaktivierungsfaihigkeit von 100 ccm des untersuchten Serums 
konnte also durch 72,4 y Heparin ersetzt oder durch Nachweis von 
solcher Mengen Heparins im Serum geniigend erklart werden. 


II. Besprechung der Ergebnisse 


Durch unsere Modifikationen verliert die Gerendassche Reaktion 
manche ihrer gréBten Vorziige, nimlich die Einfachkeit und das Ver- 
meiden jeglicher Rechenarbeit. Diese Anderungen hielten wir jedoch 
fiir das quantitative Ziel, das wir im Auge hatten, fiir unumginglich. 
Wenn aber einmal die obigen Gesetzmifigkeiten bestimmt sind, kann 
man sich fiir die Klinik wieder der urspriinglichen graphischen Be- 
stimmung der Steilheit der mit Hilfe der Gerinnungszeiten gewonnenen 
Geraden bedienen. Die Notwendigkeit der Erhaltung einer konstanten 
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Temperatur wurde neuerdings!® auch von Gerendas betont und wir 
denken, daB der Gebrauch von Fibrinogen anstatt Oxalatplasma als 
Gerinnungssubstrat und die Verwendung eines Trockenserums als 
Standard auch in der Klinik von Nutzen sein wiirden. Wenn das Ge- 
rinnungssystem streng konstant gehalten wird, kénnen die Vergleichs- 
werte fiir k nétigenfalls jederzeit in die absoluten Ziffern umgerechnet 
werden. 

Die groBe Empfindlichkeit der Reaktion gegeniiber Heparin ge- 
stattet es, kleinste Mengen Heparin (von der GréS8enordnung von 
0,2 y/ecm) auf einfache Weise zu bestimmen, wobei die kleine Menge 
des zur Untersuchung nétigen Materials ein weiterer Vorteil ist. Es 
mu8 jedoch darauf aufmerksam gemacht werden, daf bestimmte Ver- 
unreinigungen, wie z.B. Brenzcatechin und Phenol, die Reaktion 
erheblich stéren kénnen. Ob und unter welchen Bedingungen die In- 
aktivierung zur Bestimmung von Blutheparinwerten anwendbar ist, 
bedarf weiterer sorgfaltiger Untersuchungen, die wir demnichst aus- 
zufiihren hoffen 

Wie in der Einleitung erwaihnt, haben sich die Erwartungen, daB 
die YGerendassche Methode sich zur Erkennung von Thrombose- 
gefaihrdeten eignen wiirde, nicht bestatigt!!. Unsere eigenen Versuche 
hierzu sind im Gang, lassen aber noch keinerlei Folgerungen zu. Es ist 
zu hoffen, daB mit Hilfe von Fibrinogen als Gerinnungssubstrat bessere 
Resultate erzielt werden kénnen, als mit dem bisher verwendeten Oxalat- 
plasma. 

Der Befund, da8 im untersuchten Serum iiberraschend kleine 
Mengen von Heparin geniigten, um die normale Inaktivierungsfahigkeit 
des Blutes zu erkliren, spricht fiir die Ansicht Howells iiber die Gegen- 
wart des Heparins im normalen Blute, denn die bisherigen negativen 
Resultate biiBen viel an Beweiskraft ein. In diesem Zusammenhange 
mochten wir darauf hinweisen, daB der einzige Unterschied zwischen 
der hier benutzten und der Monkhouse- und Jaquesschen Iso- 
lierungsmethode fiir Heparin die von uns vorgenommene Erwirmung 
des Serums auf 56°C fiir 30 Min. ist. Wie bekannt*, hebt dieser Eingriff 
die Inaktivierungsfihigkeit des Serums vollstaindig auf. Die Annahme 
liegt nahe, da8 durch die Erwirmung der Inaktivator-Komplex denatu- 
riert und dadurch das Heparin bei der angewandten Methode extrahier- 
bar wird. 

Zu den Mitteilungen itiber heparinartige Substanzen im Orga- 
nismus?!” soll ausdriicklich betont werden, da die Anwesenheit von 
Heparin im Blute solange nicht als endgiiltig bewiesen angesehen werden 
kann, bis diese Substanz nicht aus dem Blute isoliert und in jeder 
Hinsicht mit Heparin identifiziert wird. 


10 M. Gerendas, persdnliche Mitteilung. 

11 E. Deutsch, E.Keéri-Sz4nto u. M.Keéri-Szanto, unverdffent- 
lichte Versuche. 

2 J.Oliver, F. Bloom u. C.Mangieri, J. exp. Medicine 86, 107 [1947]. 








Uber die Beziehung zwischen Heparin Bd. 289 (1951) 


Zusammenfassung 

Es wurde gezeigt, daB unter geeigneten Versuchsbedingungen 
kleinste (0,2 y/eem) Mengen Heparin mit dem Gerendasschen Throm- 
bin-Inaktivierungsverfahren quantitativ nachgewiesen werden k6énnen. 

Die mathematische Behandlung der Resultate ergab, da8 Heparin- 
mengen von der GroBenordnung von 1,0 y/ccm geniigen, um die ge- 
samte Inaktivierungsfahigkeit des Serums zu erkliren. 

Es gelang, Extrakte aus dem Serum herzustellen, die ungefahr 
solchen Mengen Heparin entsprechende Aktivitaét besaBen. 

Die Bedeutung dieser Ergebnisse wurde besprochen. 
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Gewinnung einzelner Leukozytenarten des Blutes 
I. Mitt.: Basophile Leukozyten 


Von 
M. Behrens und M. Taubert 


Aus dem Physiol.-chem. Institut und der Medizinischen Poliklinik 
der Medizinischen Akademie, GieBen 


(Der Schriftleitung zugegangen am J. November 1951) 


Die Einteilung der verschiedenen Leukozytenarten erfolgt iiblicher- 
weise nach morphologischen Gesichtspunkten, wobei die farberischen 
Kigenschaften derselben im Vordergrund stehen. Eine Aufteilung nach 
chemischen Gesichtspunkten ware sehr erwiinscht, wiirde sie doch der 
biologischen Bedeutung der einzelnen Leukozytenarten besser Rech- 
nung tragen kénnen. Eine solche ist heute leider noch nicht médglich, 
da wir tiber die Chemie der Leukozyten zu wenig wissen. Die einzelnen 
Zellarten stehen der chemischen Untersuchung nicht gesondert zur 
Verfiigung. Man ist vielmehr auf histochemische resp. zytochemische 
Methoden angewiesen; deren Schwierigkeiten und Unzulanglichkeiten 
hinreichend bekannt sind. Besonders Laves! u. a. trugen in letzter Zeit 
auf Grund ihrer histoenzymatischen Untersuchungen zur Erweiterung 
unserer Kenntnisse der chemischen Bestandteile der Leukozyten bei. 
Trotz all dieser Forschungen ist unser Wissen um die so markanten 
Strukturen der eosinophilen und basophilen Leukozyten noch recht 
gering, es liegen nur Vermutungen iiber die Inhaltsstoffe der Granula 
vor. So wurde seit lingerer Zeit vermutet, daB die Granula der baso- 
philen Leukozyten Heparin enthalten, ohne da jedoch der sichere 
chemische oder funktionelle Nachweis dieser Substanz erbracht wurde. 
Die histochemische Reaktion auf Heparin mit Toluidinblau ist nicht 
spezifisch und fallt auch bei chemisch ahnlichen und anderen Sub- 
stanzen — Chondroitinschwefelsiure, Mucoitinschwefelsiure usw. — 
positiv aus. 

DaB das Bediirfnis der Untersuchung der sich bei der Farbung 
so sehr charakteristisch verhaltenden Granulozyten groB ist, geht auch 
daraus hervor, da versucht wird, bei besonderen Leukéimieformen 
Leukozyten, in denen eine bestimmte Art vorwiegt, zu erhalten, um so 
durch chemische oder biologische Untersuchung derselben Riickschliisse 
auf die Bedeutung einzelner Leukozytenarten zu gewinnen. Schlecht? 
hat Leukozyten, unter denen besonders die Eosinophilen zahlreich 


1 W. Laves, Miinchner med. Wschr. 5, 210 [1951]. 
2, H. Schlecht, Dtsch. Arch. klin. Med. 1919, 308. 
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waren, durch Injektion von artfremden Serum in die Bauchhéhle von 
Tieren gewonnen. Martin und Roka® beabsichtigten bei einer Mast- 
zellenleukémie im Gerinnungstest nachzuweisen, daB die Basophilen 
Heparin enthalten. Bei derartigen Vorgehen ist man mehr oder weniger 
vom Zufall abhangig. Martin und Roka berichten, daB ihre Mast- 
zellenleukémie in eine myeloische Leukimie umgeschlagen war, bevor 
sie mit ihren Gerinnungsversuchen beginnen konnten. Eine systematische 
und intensive Untersuchung der Leukozytenarten wird erst méglich 
sein, wenn sie der Untersuchung jederzeit zuginglich sind. 

Um eine Trennung resp. Anreicherung der einzelnen Leukozyten- 

arten herbeizufiihren, erschien es naheliegend, die bei der Zellen- und 
Gewebstrennung gesammelten Erfahrungen auf das Blut anzuwenden. 
Im Blut als fliissigem Gewebe liegen die Zellen vom Plasma — dem 
Interstitium — leicht isolierbar vor. Auch die einzelnen Zellen sind 
bereits distinkte Elemente, welche nicht erst durch besondere MaB- 
nahmen wie sonst bei Geweben voneinander gelést werden miissen, so 
daB eine bei der Zellen- und Gewebetrennung sonst auftretendeSchwierig- 
keit entfallt. 
_ Prinzip der Methode: Die Leukozyten werden ohne wesentliche 
Anderung ihrer morphologischen und chemischen Beschaffenheit aus 
ihrem waBrigen Milieu in organische Fliissigkeiten iiberfiihrt. Die Ab- 
trennung der Basophilen wie auch der anderen Leukozytenarten er- 
folgt dann nach dem spezifischen Gewicht, gegebenenfalls nach der 
Gr6éBe, in Mischungen indifferenter organischer Fliissigkeiten geeigneter 
spezifischer Gewichte. 


Die einzelnen Operationen der Methode sind folgende: 


1. Gewinnung der Leukozyten und Uberfiihrung derselben aus dem 
waBrigen Milieu in organische Fliissigkeiten. 

2. Trennung nach dem spezifischen Gewicht. 

3. Trennung nach der GroéBe. 


1. Zu 200 ccm 3,8-proz. Natriumcitratlésung 148t man aus der Halsvene 
des Pferdes 800 ccm Blut zuflieBen. Nach 1—2 stdg. Absitzen wird das iiber- 
stehende Plasma mit den Leukozyten abgesaugt und bei maBiger Tourenzahl 
4 Min. zentrifugiert. Der Bodensatz wird fiinfmal an der Zentrifuge mit jeweils 
etwa 100ccm physiolog. NaCl-Lésung gewaschen. Nach dem Waschen werden 
die Leukozyten in 100 ccm physiolog. NaCl-Liésung suspendiert, mit 1000 ccm 
Aceton versetzt. In einem Standcylinder 148t man nun die Suspension absitzen, 
was relativ schnell geschieht, da die Leukozyten in dem waBrigen Aceton aggluti- 
nieren. Danach wird das Uberstehende abgesaugt und der Riickstand mit der 
doppelten Menge Aceton versetzt. Nach abermaligem Absitzenlassen und Ab- 
saugen des Uberstehenden wird die 3-fache Menge Aceton zugegeben. Dieser 
Vorgang wird nochmals wiederholt und so das Wasser weitgehend entfernt. SchlieB- 
lich wird der Bodensatz in ein etwa 100 ccm fassendes Zentrifugenglas mit Aceton 
iiberfiihrt und milde, um ein Verklumpen der Leukozyten zu vermeiden, zentri- 
fugiert. Der Bodensatz wird mehrmals an der Zentrifuge mit iiber Natriumsulfat 
getrocknetem Aceton gewaschen. AnschlieBend wird dem Bodensatz etwa das 


3H. Martin u. L. Roka, Klin. Wschr. 29, 510 [1951]. 
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gleiche Volumen Na,SO, sicc. zugefiigt, das Zentrifugenglas halb mit wasser- 
freiem Aceton gefiillt, gut verkorkt und 12 Stdn. bei wiederholtem Umschiitteln 
stehengelassen. Dann wird zentrifugiert, das iiberstehende Aceton abgegossen 
und das Zentrifugenglas gut verkorkt in einer Riittelmaschine (4000 Touren, 
0,5 mm Excursion) 15 Min. geriittelt, um evtl. verklebte Leukozyten voneinander 
zu lésen. Das Zentrifugenglas wird nunmehr zur Halfte mit Tetrachlorkohlenstoff 
gefiillt, zur Verhinderung der Agglutination mit einem erbsengroBen Stiick Lecithin 
versetzt, umgeschiittelt uhd zentrifugiert, um das spezifisch schwere Na,SO, 
von den leichteren Leukozyten abzutrennen. Letztere werden durch AbgieBen 
des Tetra. gewonnen. Zur Gewinnung nach unten mitgerissener Leukozyten wird 
das Zentrifugieren mit Tetra. zweimal wiederholt. 

2. Die abgegossenen Leukozytensuspensionen werden in einem 100 ccm 
MeBcylinder gesammelt und durch wechselseitigen Zusatz von Aceton und Tetra. 
auf ein spezif. Gewicht (d) von 1,300 (mit der Spindel gemessen) gebracht und 
in etwa 10 ccm fassenden, verkorkten Zentrifugenglisern zentrifugiert. Die die 
Basophilen angereichert enthaltenden Bodensitze werden mit einem Tetra.- 
Aceton-Gemisch von d 1,330 herausgespiilt und gesammelt. Das Abgegossene 
wird nochmals zentrifugiert, um weitere basophilen-haltige Bodensatze zu er- 
halten. Diese Operation wird nochmals wiederholt. Die vereinten herausgespiilten 
Bodensatze (etwa 50 ccm Suspension) werden genau auf d 1,330 eingestellt und 
in der eben geschilderten Weise dreimal zentrifugiert. Die anfallenden Boden- 
sitze werden diesmal mit Tetra. herausgespiilt. Die erhaltenen Leukozyten- 
fraktionen weisen jetzt 5—10% Basophile auf. Die weitere Reinigung erfolgt nach 
dem Schichtverfahren, wie es bei der Zellen- und Gewebetrennung iiblich ist‘. 
Kin kleines Zentrifugenglas wird zu etwa 1/, mit der Tetrasuspension gefiillt, 
darauf eine Tetra.-Aceton-Mischung von d 1,360 und dariiber eine solche von 
d 1,330 geschichtet. Die nachfolgende Schicht besteht aus etwa 1 ccm Aceton. 
Nach Umriihren mit einem diinnen Glasstab und Verkorken wird zentrifugiert. 
Nach dem Zentrifugieren haben sich die Leukozyten entsprechend ihrem spezif. 
Gewicht in verschiedenen Schichten angesammelt. Die Zusammensetzung der 
verschiedenen Schichten wird auf folgende Weise kontrolliert. Diinne Kapillaren 
werden tiber der Flamme an einem Ende haarférmig ausgezogen und abgeschmolzen. 
Die so vorbereiteten Kapillaren werden mit dem offenen Ende in die zu unter- 
suchende Schicht eingetaucht und der haarformige Ansatz abgebrochen, wonach 
die Flissigkeit der betreffenden Schicht in der Kapillare hochsteigt. Mit dem 
feuchten Finger wird das obere Ende der Kapillare verschlossen und der Inhalt 
derselben dann auf Objekttragern ausgestrichen. Die Anfarbung erfolgt mit 
Toluidinblau (0,15 Toluidinblau, Aqua dest. 100, 75-proz. Ameisenséure 5,0), 
welches als Tropfen auf den Ausstrich gebracht wird. Unmittelbar nach Bedecken 
mit einem Deckglas kann das Praparat untersucht werden. Die die Basophilen 
angereichert enthaltenden: Schichten werden in ein kleines Zentrifugenglas ab- 
gesaugt, durch Atherzusatz die Suspension erleichtert und zu Boden zentrifugiert. 
Nach AbgieBen der iiberstehenden klaren Fliissigkeit wird das Zentrifugenglas 
mit dem Bodensatz zu 1/, mit Chloroform gefiillt und der Bodensatz durch Um- 
schiitteln suspendiert. Dariiber kommen in der oben geschilderten Weise Schichten 
von d 1,360, 1,330, wobei diesmal nicht Tetra.-Aceton-Mischungen, sondern 
Chloroform-Mischungen verwandt werden. Nach erneutem Zentrifugieren werden 
die entstandenen Schichten auf ihren Gehalt an Basophilen gepriift und die ent- 
sprechenden Schichten abgesaugt und nach Atherzusatz zu Boden zentrifugiert. 
Die Bodensitze werden in wenig Ather suspendiert. Die so gewonnenen Leuko- 
zytenfraktionen enthalten 20—30% Basophile sowie Verunreinigungen, z. TI. 
verklumpte Leukozyten. 

3. Diese gréBeren Teilchen kénnen auf folgende Weise aus der Suspension 
entfernt werden, wobei auch kleinere Leukozyten (Lympho.) abgetrennt und die 
Praparate in ihrer Reinheit noch gesteigert werden kénnen: Ein Reagensglas wird 


“4M. Behrens, Abderhaldens Hdb. d. biolog. Arbeitsmethoden V, 10, II. 
5* 
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bis 2ccm unter den Rand mit Ather gefiillt, welcher 20% Chloroform enthilt. 
Eine unten zu einer langen Kapillaren ausgezogene Pipette, welche mit Chloro- 
form gefiillt ist, wird mit ihrem unteren kapillaren Ende auf den Boden des Reagens- 
glases gebracht und nach Offnung mit maBiger Geschwindigkeit herausgezogen. 
Das austretende Chloroform mischt sich mit der im Reagensglas befindlichen 
Fliissigkeit derart, daB die Chloroformmenge von unten nach oben abnimmt. 
Dieser Umstand verhindert weitgehend eine stdérende Warmezirkulation der 
Ather-Chloroform-Mischung im Reagensglas. Auf die so vorbereitete Fliissigkeits- 
siule wird die Ather-Suspension der Leukozyten gegeben. Die Teilchen der Sus- 
pension sinken nunmehr nach ihrer GréBe im Reagensglas zu Boden. Wahrend 
des Absinkens der Teilchen, das sich iiber Stunden erstrecken kann, werden in der 
oben geschilderten Weise Proben entnommen und mikroskopisch auf ihren Baso- 
philengehalt untersucht. Der Bereich der Schlaimmsaule in dem die Basophilen 
angereichert sind, wird abgesaugt und auszentrifugiert. 


Bei der geschilderten Arbeitsweise gelingt es leicht, Fraktionen 
zu erhalten, die etwa 40°, Basophile aufweisen*. Bei Beherrschung 
der Methode und Wiederholung der einzelnen Operationen gelingt es, 
allerdings auf Kosten der Ausbeute, noch reinere Praiparate zu erhalten. 
Die von uns erzielten besten Ergebnisse betrugen 70°, Basophile. Die 
beigegebenen Bilder stammen von einer von Basophilen befreiten 
(Abb. 1) sowie einer etwa 50% dunkelgefiirbte Basophile enthaltenden 
Leukozytenfraktion (Abb. 2). Mit Hilfe dieser Methode gelang uns der 
Nachweis, daB die basophilen Leukozyten Heparin enthalten’. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur Anreicherung bzw. Trennung einzelner 
Leukozytenarten beschrieben. 


* Nach dem gleichen Prinzip lassen sich, wie wir gefunden haben, auf ein- 
fache Weise Zellkerne in gréBerer Menge und von groBer Reinheit gewinnen, die 
nach Fixierung mit Aceton nur mit indifferenten organischen Fliissigkeiten in 
Berithrung gekommen sind. 

5 M. Behrens u. M. Taubert, Klin. Wschr. 30, 76 [1952]. 


Berichtigung zur Mitteilung: 
K. E. Schulte, H. Krause und J. Kirschner, 
Zur Kenntnis der Reaktionskinetik der enzymatischen Esterhydrolyse 
verzweigter aliphatischer Monocarbonsiuren * 


Von 
K. E. Schulte 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Januar 1952) 


Bei einigen Estern ist die Angabe des Druckes, bei dem die Siedepunkte 
gemessen wurden, unterblieben; die Siedepunkte sind fiir: ~1-Methyl-capronsaure- 
ester: Sdp.3, 77—78°; B-Athyl-Gnanthsaure-ester: Sdp., 74°; «-Methyl-caprylsaure- 
ester: Sdp., 70—71°; y-Athyl-caprylsaure-ester: Sdp., 82—83°; 6-Methyl-pelargon- 
siure-ester: Sdp.,. 100—102°; «-Methyl-caprinsiure-ester: Sdp., 105—107°; +- 
Athyl-caprinsaure-ester: Sdp., 111—112°; «-Methyl-myristinsaiure-ester: Sdp., 138°. 


* diese Z. 287, 247—248 [1951]. 
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Abb. 1. Basophilenfreie Leukozytenfraktion. VergréBerung 1000-fach. 





Abb. 2. Leukozytenfraktion mit etwa 50% Basophilen. VergréBerung 1000-fach. 


Hoppe-Seylers Zcitschrift f. physicl. Chemie. Band 289, S. 66a. 
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Uber die Bestimmung des Chiors im Blutserum 
mit Hilfe der elektrometrischen Differenztitration 


Von 
J. Hiibener und L. Schmidt 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1951) 


Mineralstoffwechseluntersuchungen bei verschiedenen Hypertonie- 
formen! regten uns an, eine elektrometrische Methode der Chlor- 
bestimmung zu entwickeln, die bei kleinen Serummengen die gleiche 
Genauigkeit aufweist wie die flammenphotometrische Na- und K- 
Bestimmung. 

Eine solche Methode hat gegeniiber der Volhardschen folgende 
Vorteile : 

1. Sie 14Bt sich — erst einmal aufgebaut — schneller durchfiihren 
als die Volhard-Titration. 

2. Die subjektive Beurteilung des Farbumschlages bei der Bestimmung 
des Aquivalenzpunktes entfallt; dadurch wird eine gréfRere Ge- 
nauigkeit erreicht. Der mittlere quadratische Fehler betragt 
+ 3mg/100cem Chlor, das entspricht etwa + 1% der Chlor- 
Serum-Konzentration. 

3. Das Serum braucht nicht mehr enteiweiBt zu werden. 

4. Es lassen sich sehr kleine Serummengen untersuchen. 

Das Prinzip der elektrometrischen MaBanalyse ist, daB eine metallisch leitende 
‘Elektrode eines Elementes, die in eine Lésung ihrer Ionen taucht, dieser Lésung 
gegeniiber ein Potential annimmt. Dieses Potential hingt von dem sich an der 


Elektrode abspielenden Austausch von Ladungen ab. 
Nach Nernst berechnet sich das Potential wie folgt: 


Hierin ist: R = Gaskonstante 
T = Abs. Temperatur 
n = Wertigkeit 
F = 96490 Coul 
Go, = Ionenaktivitat der hoheren Oxydationsstufe 


Grea = Aktivitat der reduzierten Stufe. 


Zu unseren Untersuchungen verwendeten wir unpolarisierbare Ag/Ag(l- 
Elektroden, also Elektroden 2. Art. 

Die die Silberelektrode bedeckende AgCl-Schicht entspricht hierbei einer 
gesittigten AgCl-Lésung, deren Liéslichkeitsprodukt bei Einsetzen der Aktivitaten 
durch 

K= Aggt + Aq- (2) 
gegeben ist. 


1 R. Heintz, J. Hiibener u. L. Schmidt, Klin. Wschr. 30, 92 [1952]. 
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Schreiben wir die Nernstsche Formel fiir unseren Fall: 
RT Ayot 


nF An, 


(3) 


und setzen die durch Auflésung von Gl. (2) berechnete Silber-Ionen-Aktivitat 


ein, so erhalten wir: 
So” 


“Aas, 5 (4) 
nF Aq Fa, 
Dies entspricht der Hiltnerschen Formel? 
,. ae K 5 
ie aia ae a (5) 


worin Z der Loésungsdruck des Metalls und a,- die Ionen-Aktivitét des Anions 
bedeuten. 
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Abb. la. Titrationskurve von AgNO, gegen NaCl. Die unterbrochene Kurve 
ist von der ausgezogenen um einen Titrationsschritt (Av == 0,1 cem unterschieden. 
Abb. 1b ergibt die Differenz der beiden Kurven. 


Entspr. Gl. (4) und (5) tritt bei der potentiometrischen Titration im Aqui- 
valenzpunkt (a,;- = 4,,+) ein Potentialsprung auf, der das Ende der Titration 


anzeigt. 

Die graphische Darstellung der gemessenen Potentiale zeigen die Abb. la 
und Ib. 

Der Endpunkt der Titration ist nach Zugabe jenes kleinen und gleichen 
Anteils Silbernitrat, der den gréBten Potentialzuwachs aufweist, erreicht. 

Dieser gréBte Potentialzuwachs entspricht dem Maximum der ersten Ab- 
leitung. Die Differenzierung der Funktion kann nun nach dem Vorschlag von 
Cox, Hahn und E. Miiller*® methodisch durchgefiihrt werden. Es wird hierbei 
die Potentialdifferenz zweier Indikatorelektroden gemessen, die in zwei um weniges 
verschieden konzentrierte und mit einer elektrischen Strembriicke verbundene 
Untersuchungsfliissigkeiten tauchen. 

Die Untersuchungsvorlage 1 ist von der 2. Vorlage um ein definiertes Volumen 
Av Titrationsfliissigkeit verschieden. Die hierdurch gewonnene differenzierte 
Kurve zeigt Abb. Ib. 


2 W.Hiltner, Z. analyt. Chem. 95, 37, [1933]. 

3 D.Cox, J.amer. chem. Soc. 47, 2138 [1925]; F. L. Hahn, Z.analyt. Chem. 90, 
437 [1932]; E. Miller, Die elektrometrische MaBanalyse (Theodor Steinkopf 
1944), Z. angew. Chem. 41, 1152 [1928]. 











heed bee 0h At 


ee oe StS OG. bet Ae 











Bd. 289 (1952) Uber die Bestimmung des Chlors im Blutserum 69 


Wir verwandten im Prinzip dieses Verfahren, anderten es aber in der nach- 
folgend beschriebenen Weise ab und priiften die Eignung dieser. Methode fiir 
Blutserum-Analysen. 


Anordnung und Anfertigung der Apparatur 


Um den erforderlichen Volumenunterschied Av der Titrierlésung an den 
Indikatorelektroden und eine kontinuierliche Rithrung zu erreichen, wurde die 
in Abb. 2 dargestellte Anordnung gewahlt. 





g 
o 














: Ag-AgCl-Elektrode 
: TitrationsgefaB 

: Ag-AgCl-Elektrode 
: VergleichsgefaB 

: Ansatzstiicke 

: Biirette 

: Ultraionograph von 
Lautenschlager 
Dreiwegehahn 

: Wasserstrahl- 
pumpe 


Abb. 2. Differenztitrationsapparat. 


—S> Re aon 


Die Elektrode a taucht frei in das TitriergefiB b. Elektrode c ist in ein Glas- 
rohr (lichte Weite 5 mm) mit Paraffin eingebettet und sitzt dem VergleichsgefaB d 
auf. Eine kapillare Kommunikation verbindet die Flissigkeit in d mit der Analysen- 
flissigkeit. Die kapillare Verbindung ist etwa 0,8 mm weit und 148t keine Ver- 
mischung beider Lésungen zu. Sie stellt den elektrolytischen Kontakt der 
Lésungen her. 

Das Ansatzstiick e verbindet das VergleichsgefaB d mit einer Wasserstrahl- 
pumpe i, deren Sog soviel Fliissigkeit ansaugt, bis die Elektrode c eintaucht. 
Zugabe einer kleinen Menge der Titrierfliissigkeit (Av = 0,1 eem AgNO,) aus der 
Biirette f 14Bt die Potentiale der Elektroden verschieden werden. Die Differenz 
der Elektrodenpotentiale wird mit dem Ultraionographen von Lautenschliger 
gemessen (g). 

Der Dreiwegehahn h schlieBt bei geeigneter Stellung die Saugwirkung der 
Wasserstrahlpumpe ab und verbindet den Ansatz e mit einer Stickstoff-Flasche, 
deren Druck durch ein Reduzierventil einstellbar ist. Der Stickstoff preBt die 

liissigkeit aus dem VergleichsgefaB d durch die Kapillare in das GefaB b zuriick. 

Als Riihrer verwendeten wir Stickstoff, der kontinuierlich die Analysen- 
fliissigkeit durchperlt. Mit dem TitrationsgefaB b, dessen Ausflu8 der Dreiwege- 
hahn h abschlieBt, konnte das verwirklicht werden. Wahrend der Bestimmung 
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durchmischt der Stickstoff fortlaufend die MeBfliissigkeit. Ist die Titration be- 
endet, kann die Fliissigkeit mit Anderung des Hahnes h abflieBen. Der gut nach- 
gespilte Trichter ist sofort fiir weitere Versuche verwendbar, sobald der Wege- 
hahn h die Stickstoffzufuhr wieder 6ffnet. 

Die Elektroden sind aus Feinstsilberdraht* (Durchmesser 1 mm) hergestellt. 
Nachdem der Draht im Bunsenbrenner erhitzt war, wurde AgCl aufgestreut; es 
schmilzt und iiberzieht den Draht mit einer feinen Schicht AgCl, die etwas iiber 
die Halfte des Drahtes reichen soll, damit auf keinen Fall blankes Silber an der 
eintauchenden Oberflache liegt. 

Die so angefertigten Elektroden waren, nachdem sie 8 Tage gewassert wurden, 
verwendungsfahig und zeigten nicht mehr als 2mV Asymmetrie-Potential. 

Zur Verhinderung des sehr lastigen Schiumens der Serum-Lésung wurde 
1 Tropfen n-prim. Octanol der zu untersuchenden Fliissigkeit zugesetzt. Der Faktor 
des verwendeten n/100-AgNO, wurde mit einer HCl-Fixanallésung und einer 
flammenphotometrisch eingestellten NaCl-Lésung ermittelt. Beide Wege fihrten 
zu gleichen Absolutwerten. 

Das Serum wurde wie folgt verdiinnt: 5 ccm Blut wurden 2 Stdn. nach der 
Entnahme zentrifugiert und das Serum dekantiert, letzteres 50-fach verdiinnt. 
Sofort nach der Verdiinnung wurde titriert. Die 24 Stdn. alte Serum-Verdiinnung 
ergab einen héheren AgNO,-Verbrauch als die frisch hergestellte Verdiinnung. 

Das Protein wird in der wasserigen Lésung mit der Zeit instabiler und ver- 
mindert die Ag-Konzentration durch induzierte Fallung. Der gréBere Verbrauch 
von AgNO, tauscht eine gréBere Chlormenge vor. Das tritt nicht ein, wenn die 
Serum-Verdiinnung sofort titriert wird. 


Ausfiihrung der Bestimmung 


30 ccm der frischen Serumverdiinnung werden im TitrationsgefaB 
vorgelegt. Danach werden 2 Tropfen H,SO, und ein kleiner Tropfen 
Octanol zugegeben. (Der Zusatz von Schwefelsiure macht die Elektroden 
unedler und erhéht dadurch die Genauigkeit des Ergebnisses.) 

Aus dem TitriergeféB wird nun fortlaufend eine entsprechende 
Menge in das VergleichsgefaB angesaugt, dem Titriergefa8 aus einer 
Biirette 0,l ccm n/100-AgNO, zuflieBen gelassen und der Potential- 
ausschlag mit dem Ultraionographen verfolgt. Die Potentialdifferenz 
der Elektroden wird durch Spiilen der Vergleichselektrode aufgehoben. 
Das Fallungsmittel wird jeweils in Portionen von 0,1 cem bis zum 
Maximum der Potentialdifferenz zugegeben. Wenn man nicht ungefahr 
weiB, wo der Aquivalenzpunkt zu erwarten ist, titriert man erst orien- 
tierend eine Menge von 5 ccm der 50-fachen Serumverdiinnung. 


Berechnung 


Fir die Berechnung der Chlorwerte wird das verbrauchte Volumen AgNO, 
benétigt, das dem Maximum des Potentialausschlages bei der Differenztitration 
entspricht und die beiden Potentialwerte vor und nach dem Maximum. Sind die 
Werte der Potentialdifferenz genau symmetrisch, so entspricht der gesuchte 
AgNO,-Verbrauch dem Volumen der maximalen Potentialdifferenz minus 1v/2 
(bei Zugabe von 0,1 cem AgNO, : —0,05 ccm). 

Bei unsymmetrischen Werten wird besser nach der Hahnschen Methode 
der zweiten Differenzbildung interpoliert. 





* Dieser wurde uns freundlicherweis2 von der Fa. Degussa, Frankfurt a. M., 
zur Verfiigung gestellt. 
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Volumen des Potentialmaximums....... 2,1 ecm 
SE a ee a ae Tete er ae ee 0,1 cem 
Volumen AgNO, ........ 1,9 20 21 22 2.0 
Potentialdifferenz ........ 39 58 35 
ee re er as 19 23 
; 19 
Verbrauchte Volumen AgNO, . . 2,0 + 0,1 19+ 23 2,045 ecm 


Der Fehler der Methode 


Der mittlere quadratische Fehler der Einzelmessung _betrigt 
0,016 cem AgNO, wie an 65 Serum-Doppelanalysen ermittelt wurde. 
Das bedeutet bei Verwendung einer n/100-AgNO,-Lésung und einer 
Serumverdiinnung von 1: 50 einen mittleren quadratischen Fehler der 
Cl-Konzentration bei nicht enteiweiBtem Material von + 1% der im 
Serum zu erwartenden Cl-Werte. 


Zusammenfassung 
Die elektrometrische Differenztitration wurde mit gutem Erfolg 
fiir Serum-Chloranalysen erprobt. Es wird ein geeignetes Verfahren 
hierfiir beschriebén. 


Papierelektrophoretische Trennung von Abbauprodukten 
der Nucleinséuren 


Ill. Mitteilung iiber Nucleinsiuren 
Von 


Karl Dimroth, Lothar Jaenicke uni Ingrid Vollbrechtshausen 
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Marburg (Lahn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1951) 
Herrn Professor Dr. A. Windaus zu seinem 75. Geburtstage gewidmet 


Vor einiger Zeit berichteten wir tiber neue Methoden zur Spaltung 
von Ribonucleinséuren mit Hilfe von Metallhydroxyden. Wir fanden, 
daB man mit Bleihydroxyd die Nucleinséuren zu Nucleosiden, mit 
Zinkhydroxyd zu Nucleotiden abbauen kann!. Die Ubertragung dieser 
Spaltungsmethoden auf andere Metallhydroxyde hat zu interessanten 
Ergebnissen gefiihrt: Es hat sich gezeigt, daB verschiedene Metall- 
hydroxyde in ganz verschiedener Weise eingreifen, so da8 sich hier neue 
praparative Wege zur Darstellung bestimmter Abbauprodukte erdffnen, 


1K. Dimroth, L. Jaenicke u. D. Heinzel, Liebigs Ann. Chem. 566, 206 
[1950]. 
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die den bisher bekannten wegen ihrer Einfachheit und ihres annéhernd 
quantitativen Verlaufes iiberlegen sind. Hieriiber werden wir demnichst 
gesondert berichten. Hier sei nur erwahnt, da Cadmiumhydroxyd 
die Nucleinséure der Hefe, ahnlich wie Zinkhydroxyd, in sehr glatter 
Weise zu Mono-nucleotiden hydrolysiert, dai dagegen mit Aluminium- 
hydroxyd unter analogen Bedingungen hodher molekulare Oligo- 
nucleotide entstehen. Wir hoffen, daB es méglich sein wird, durch sie 
naihere Einblicke in den strukturellen Bau der Ribonucleinséure zu 
gewinnen. 

Die genaue Untersuchung, welche Spaltprodukte die einzelnen 
Metallhydroxyde liefern, bereitet gewisse Schwierigkeiten: Die iblichen 
Aufarbeitungsverfahren sind sehr umstindlich und fiihren nur unter 
erheblichen Verlusten zu den einzelnen Komponenten. Man kann daher 
auf diese Weise nicht feststellen, wieweit die neuen Spaltungsmethoden 
wirklich einheitlich verlaufen und sich zu quantitativen ‘Bestimmungen 
eignen. Auch die papierchromatographischen Verfahren, die in den 
letzten Jahren von verschiedenen Forschergruppen zur Trennung der 
Nucleobasen, der Nucleoside und der Nucleotide ausgearbeitet worden 
sind”, lassen sich nur mit einer gewissen Einschrinkung fiir unsere 
Zwecke benutzen; die Zahl der méglichen Komponenten ist zu gro, 
so daB eine eindeutige Zuordnung nicht mehr mit Sicherheit getroffen 
werden kann. 

Wir haben daher versucht, Trennungen mit Hilfe einer Elektro- 
phorese auf Papier vorzunehmen. Hierbei haben wir die gleiche Versuchs- 
anordnung benutzt, die Wieland und Fischer? fiir die analytische 
Trennung einiger Aminosdéuren entwickelt haben. Das Verfahren hat 
sich in der EiweiBchemie sehr gut bewahrt und ist in der letzten Zeit 
von mehreren Autoren mit gewissen Abainderungen zur analytischen 
Trennung von Peptiden und Proteinen benutzt worden‘*. 

Turba und Enenkel® haben vor kurzem iiber eine erfolgreiche 
Anwendung der Papierelektrophorese zur Trennung der verschiedenen 
Adenosin-phosphorséuren berichtet. Sie konnten zeigen, daB sich bei 
py 4 Adenosin-tri, -di- und monophosphorsiéure voneinander trennen 
und in dieser Reihenfolge mit sinkender Geschwindigkeit zur Anode 


2 E. Vischer u. E. Chargaff, J. biol. Chemistry 168, 781 [1947]; 176, 703 
[1948]; R. D. HotchkiB, J. biol. Chemistry 175, 315 [1948]; E. Chargaff, 
B. Magasanik, R. Doniger u. E. Vischer, J. Amer. chem. Soc. 71, 1513 [1949]; 
B. Magasanik, E. Vischer, R. Doniger, D. Elson u. E. Chargaff, J. biol. 
Chemistry 186, 37 [1950]; R. Markham u. J. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]; 
49, 401 [1951]. 

3 Th. Wieland u. E. Fischer, Naturwiss. 35, 29 [1948]; Th. Wieland, 
Angew. Chem. 60, 313 [1948]. 

4 F.Turba u. H. Enenkel, Naturwiss. 37, 93 [1950]; W. GraBmann, 
K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. med. Wschr. 76, 333 [1951]. 

* Nach Fertigstellung dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von einer Publi- 
kation von Th. Wieland, Z, Angew. Chem. 6%, 511 [ Nov. 1951], in der ebenfalls 
ein Versuch zur Trennung von Nucleotiden mitgeteilt wird. 

5 F. Turba u. H. Enenkel, Naturwiss. 35, 189 [1951]. 








—s ot aR em 


eS Ss 





Bd. 289 (1952) Nucleinsauren III 73 


wandern, waihrend Adenosin und Adenin, letzteres mit deutlich gréBerer 
Geschwindigkeit, in den Kathodenraum iibergehen. Wir hatten zur 
gleichen Zeit Versuche begonnen, um die einzelnen Nucleotide, die bei 
der Spaltung einer Ribonucleinsiure entstehen, elektrophoretisch von- 
einander zu trennen, hatten jedoch zunachst keine voll befriedigenden 
Ergebnisse, weil wir eine ,, Anfarbmethode“ zum Nachweis der einzelnen 
Nucleotide benutzten, die sich als unzuverlissig erwies, nimlich die 
Markierung mit Hilfe einer Quecksilbersalzfallung auf dem Papier und 
nachtraglicher Entwicklung mit Schwefelwasserstoff (Vischer und 
Chargaff [1948]?). Erst als wir die auch von Turba und Enenkel 
benutzte Methode von Markham und Smith [1949]? anwandten, 
die darin besteht, daB man die getrockneten Papierstreifen auf ein 
Photopapier aufpreBt und mit gefiltertem UV-Licht der im Bereich 
der Absorptionsmaxima liegenden Wellenlinge belichtet, erhielten wir 
eine eindeutige Markierung der einzelnen Substanzen. 

Es ergab sich, daB in saurem Milieu mit einem Acetatpuffer py 3,2 
die 4 Mononucleotide der Hefenucleinsiure in 4 scharf voneinander 
getrennte Zonen im Anodenraum geschieden werden: Am raschesten 
wandert die Uridylséure, dann folgt die Guanylsiure, in weiterem 
Abstand die Adenylsaure und schlieBlich die Cytidylsiure. Nucleobasen 
und Nucleoside wandern im gleichen Puffer an die Kathode. Hierdurch 
lassen sich sofort Aussagen machen, ob bei einer bestimmten Hydrolysen- 
methode eine Spaltung iiber die Nucleotid-Stufe hinaus erfolgt, oder 
nicht. Unter konstanten Versuchsbedingungen lassen sich die Elektro- 
phoresediagramme sehr genau reproduzieren. 

Von den Nucleobasen wandert das Adenin weitaus am raschesten. 
In weitem Abstand folgt Guanin, dann Uracil und Cytosin. Die Trennung 
der 3 zuletzt genannten Basen ist unbefriedigend. Von den Nucleosiden 
wandert das Cytidin am raschesten; es liegt aber noch erheblich hinter 
dem: Adenin. Dann folgt das Adenosin. Uridin und Guanosin trennen 
sich kaum und wandern nur sehr wenig. Diese Nucleoside iiberdecken 
sich gréBtenteils mit den Nucleobasen, so daB in diesem py-Bereich 
eine Unterscheidung zwischen den Nucleosiden Adenosin, Uridin und 
Guanosin und den Nucleobasen Guanin, Uracil und Cytosin mit Hilfe 
des Elektrophorese-Diagramms gewonnen werden kann. 

Eine Anwendung dieser Methode auf eine Hydrolyse einer Hefe- 
ribonucleinsiure mit Cadmiumhydroxyd ist in der Abb. 1 wiedergegeben : 
Links ist ein Testgemisch der 4 Mononucleotide aufgetragen, rechts das 
Roh-Hydrolysat nach Entfernung des Cadmiums als Cadmiumsulfid. 
Beide Proben werden in derselben Kammer elektrophoretisch getrennt. 
Die Wanderung erfolgt unabhangig voneinander, denn man erhalt die 
Flecken stets an derselben Stelle, gleichgiiltig, ob man ein Gemisch 
von mehreren Nucleotiden oder nur ein einziges der Elektrophorese 
unterwirft. Das Trennverfahren ist nach unseren Erfahrungen bei 
diesen Mononucleotiden wesentlich einfacher, schneller und _ besser 
reproduzierbar als das papierchromatographische. 
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Besondere Untersuchungen haben ergeben, da die Adenosin-(3’)- 
und die Adenosin-(5’)-phosphorsiure sich bei py 3,2 mit der Papier- 
elektrophorese nicht voneinander unterscheiden lassen*. Ebensowenig 
lie8 sich auf diesem Wege ein Nachweis dafiir bringen, daB die Hefe- 
A B adenylsiure uneinheitlich ist 
und etwa ein Adenosin-(2’)- 
phosphorsaure enthalt®. Das 
gleiche gilt natiirlich auch fiir 
die Phosphorséuren der an- 
deren Nucleoside. 

Mit der gleichen Methode 
haben wir dann die Hydro- 
<fstidyisiure_Jysate der Ribonucleinsiure 

der Hefe, die mit Aluminium- 

hydroxyd gewonnen wurden, 

<< Adenylsiiure untersucht. Es entsteht hier- 
bei in der Hauptsache ein 

relativ einheitlich wandernder 

Stoff, dessen Wanderungs- 
geschwindigkeit aber deutlich 

geringer als die der Mononu- 

cleotide ist. Da er sich auch 

bei der Papierchromatogra- 
<_fuanylsiure phie durch einen besonders 
kleinen Ry-Wert auszeichnet 

und man bei der Hydrolyse 

simtliche Nucleobasen erhilt, 

halten wir ihn fiir ein Oli- 

Uridyisiure gonucleotid. Das in Abb. 2 
—. wiedergegebene Schema zeigt 
den Verlauf der Fraktionie- 

rung: Links ist die Ausgangs- 
nucleinsdure aufgetragen : Man 

erkennt, daB sie noch niedrig- 

molekulare Anteile enthalt, 

die im elektrischen Feld ano- 

disch wandern. Die drei rechts 

Abb. 1. Wanderunz der Nucleotide in Acetat- davon stehenden Elektropho- 
Puffer, py 3,1; 110 Volt, 0,5 mAmp., 14,5 h. rese- Diagramme sind mit dem 
A: Gemisch der 4 Nucleotide. nachder Aluminiumhydroxyd- 


B: Cadmium-Hydrolyse der RNS-Fallung ty drolyse erhaltenen Dialysat 
mit H,S zerlegt. “ E 


Startlinie 
— 





~ * Anm. b. d. Korr.: Inzwischen ist es uns gelungen, Adenosin(3’)- und (5’)- 
phosphorsaure in Boratpuffer py 9,2 mittels ihrer verschieden rasch wandernden 


Borat-Komplex2 zu trennen (Naturwiss., im Druck). ee 
6 W.E. Cohn u.C. E. Carter, J. Amer. chem. Soc. 72, 1471 [1950]; Lipkin. 


u. McElheny, J. Amer. chem. Soc. 72, 2287 [1950]. 
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durch fraktionierte Alkohol-Fallung gewonnen. Die erste, geringfiigige 
Fallung enthalt noch hochmolekulare, nur wenig abgebaute Nuclein- 
siiure, wihrend die mit weiterem Alkoholzusatz entstehende Haupt- 
fraktion relativ einheitlich wandert. Sie enthalt noch sehr kleine Mengen 
rasch wandernder Anteile. Das Filtrat ist praktisch frei von ,,Oligonucleo- 
tid“ und besteht wahrscheinlich aus geringen Anteilen von Mono- 
nucleotiden. Die Abbildung soll lediglich die Leistungsfihigkeit der Me- 
thode zeigen. Auf die na- A 8 c 
here Charakterisierung der D 
einzelnen Fraktionen soll o 
an anderer Stelle einge- 
gangen werden. + 
Durch die Auswahl eines | | 





So 


geeigneten Puffers ist es 
méglich, auch eine anders- f 
artige Auftrennung der 
3 Gruppen, Nucleotide, Nu- 
cleoside und Nucleobasen, 
zu erzielen. Arbeitet man C) 
mit einem Borat-Puffer 
von py 9,2, dann wandern / 
sowohl die Nucleotide als 
auch die Nucleoside ano- 
disch, wihrend die Nucleo- \Y 
basen am Startpunkt ver- 
bleiben. Die Nucleoside bil- Abb. 2. A: Nucleinsaure, gereinigt nach Sevag. 
den hierbei komplexe Bo- al — ab ele Ber 8.2%. to a 
rots, Soe te ~~ eget Wee dees. Be Wanevenbielidka Asseile. 
puffer vom gleichen py C: Fallung mit 7-fach. Vol. 96-proz. Alkohol. 
wandern sie noch schwach D: In 15-proz. Alkohol lésliche Anteile. 
kathodisch. Die Nucleotide 
wandern wesentlich rascher als die Borsiurekomplexe der Nucleoside. 
Eine Auftrennung in die Einzelbestandteile erfolgt bei keiner der drei 
Gruppen **. Da fiir jede von ihnen papierchromatographische und fiir 
die Nucleotide auch die hier beschriebenen elektrophoretischen Verfahren 
zur Verfiigung stehen, ist durch eine Kombination verschiedener Trenn- 
methoden nach der Elution der einzelnen Flecken eine vollstandige 
Trennung aller Einzelbestandteile méglich. Durch 2 Elektrophoresen 
bei py 3,2 und bei py 9,2 in Gegenwart von Borat laBt sich in kiirzester 
Zeit ein Bild iiber den Gesamtverlauf einer hydrolytischen Spaltung 
gewinnen. 

Selbstverstandlich kann man in der gleichen Weise, wie es Chargaff 
und Zamenhoff bei den Nucleobasen getan haben, auch quantitative 


** Auch hicr 148; sich im Bora‘puffer eine maBige Trennung der Nucleotide, 
j doch eine gute Trsnnung der Nuclzoside (3 Zonen: Adenosin, Cytidin und 
Guanosin, Uridin) erzizlon (Na‘turwiss., im Druck). 
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Bestimmungen durchfiihren, wenn man die eluierten Flecken spektro- 
metrisch bei ihren UV-Absorptionsmaxima mit. Da die Cadmium- 
hydroxyd-Hydrolyse nach unseren Erfahrungen besonders glatt ver- 
laiuft und ausschlieBlich zu Mononucleotiden fiihrt, haben wir ver- 
gleichende Versuche der beiden Methoden in Angriff genommen. 

Es ist uns aufgefallen, daB die Form der Flecken fiir die einzelnen 
Substanzen augenscheinlich ein Charakteristikum darstellt. So wird 
die Adenylsiure stets zu einem etwas breiten, ovalen Flecken ausgezogen ; 
iihnliches gilt fiir die Guanylsiure und die Nucleoside mit Ausnahme 
des Adenosins. Die beiden anderen Nucleotide bilden stets runde Flecken. 


Kathode Start Anode 


—— e900 

















nae © @0 











& Nucleobasen I) Nucleoside Nucleotide 


Abb. 3. Schema der Wanderung der Nucleinséure-Abbauprodukte in verschiedenen. 
Puffern. 


Es liegt aber noch zu wenig Erfahrung vor, um sagen zu kénnen, dab 
es sich hier um eine GesetzmaBigkeit handelt. Auch sind uns die Griinde 
fiir dieses eigenartige Verhalten unbekannt. 


Beschreibung der Versuche 


Als Versuchsanordnung wurde die von Wieland und Fischer® beschriebene 
Apparatur gewahlt. Die GréBe der feuchten Kammer betrigt 13 x 18cm. Auf 
die fiir die Elektrophorese bestimmten Papierstreifen werden an markierter Stelle 
die in Pufferlésung gebrachten, zu testenden Substanzen punktformig aufgetragen ; 
dann bespriiht man mit Pufferlésung und verschlieBt mit den Glasplatten. Die 
Enden der aus dem Rahmen herausragenden Papierstreifen tauchen in je eine 
mit Pufferlésung gefiillte 500-ccm-Schale, die ihrerseits mit einer nach unten 
durch einen porésen Tonstift verschlossene, mit der gleichen Pufferlosung und 
einer Kohle (SchweiBkohle 2525, Conrady Niirnberg) versehene Elektrode ver- 
bunden wird*. Die Pufferlésung dieses Teils wird nach jedem Versuch erneuert. 

Bei 110 Volt flieBt je nach der Art des benutzten Puffers ein Strom von 
0,5—0,7 Milliampere, den man fiir vergleichende Zwecke médglichst konstant 
reguliert. Es wird bei konstanter Temperatur (10° C) gearbeitet. Man mu8 darauf 
achten, daB die Pufferlésung in beiden GefaiBen genau gleich hoch und der Rahmen 


* Wir danken den Herren Dr. H. Schultze und Dr. M. Schénenberger 
von den Behringwerken in Marburg fiir die Uberlassung von Kunststoffrahmen 
und hilfsbereite Beratung. 
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waagrecht steht, da sonst auch ohne Stromdurchgang eine geringe Wanderung 
mit dem durch das Papier laufenden Puffer erfolgen kann. Als Filtrierpapier wahlt 
man ein nicht zu weiches Papier, weil sonst die Flecken auseinanderlaufen. Am 
besten bewahrt hat sich bei uns das der Firma Schleicher & Schill Nr. 2043b. 

Die Markierung mit Quecksilbersulfid wurde wieder aufgegeben, da sie zu 
sehr schlecht reproduzierbaren Ergebnissen fiihrte. Die einzelnen Flecken werden 
meist nur am Rand deutlich angefarbt und sind nicht immer gut erkennbar. 
AuBerdem lassen sich die Substanzen nicht mehr unverandert eluieren. Dagegen 
erwies sich die Methode von Markham und Smith? als sehr geeignet. Wir ver- 
wenden die von ihm angegebenen Chlor- und Nickel-Kobalt-sulfat-Filter in selbst 
hergestellten, einfachen Quarzkuvetten und benutzen zur gleichmaBigen Aus- 
leuchtung ein System von 2 Quarzlinsen. Fiir die Photographie eignet sich Agfa- 
Lupex-Hart; die Belichtungszeit betrigt 214,—3 Minuten. 

Zur Elution verwendet man meist n/10-HCl. Die quantitative Bestimmung 
erfolgt im Beckman-Spektrophotometer. 

Die Testsubstanzen wurden in unserem Laboratorium z. Tl. von Frau 
Dr. D. Jaenicke hergestellt. Ein Teil wurde nach neuen Methoden gewonnen. 

Hydrolyse mit Cadmiumhydroxyd: 100g rohe Hefenucleinsiure 
(Waldhof) werden mit frisch gefalltem und ausgewaschenem Hydroxyd aus 100 g 
Cadmiumchlorid 48 Stdn. in 700 ccm Wasser unter Riihren auf 100° erhitzt. 
Dann filtriert man heiB ab (Trockengewicht 151 g) und zerlegt den Riickstand, 
der neben iiberschiissigem Cadmiumhydroxyd die Cadmiumsalze der Nucleotide 
enthalt, mit Schwefelwasserstoff. Das Filtrat vom Cadmiumsulfid und die Wasch- 
wasser, die beide keinen anorganischen Phosphor enthalten, werden durch Durch- 
leiten von Luft vom Schwefelwasserstoff befreit. Aus je 20g Cadmiumsalzen 
lassen sich — titrimetrisch ermittelt — 9,6 g Nucleotidgemisch erhalten. Fiir die 
Papierelektrophorese wird eine Probe der Lésung, die etwa 64 mg/ml enthilt, 
verwendet. 

Die Hydrolyse mit Aluminiumhydroxyd erfolgt in ahnlicher Weise. 

Adenosin-(5’)-phosphorsaéure wurde uns freundlicherweise von der Zell- 
stoff-Fabrik Waldhof-Mannheim iiberlassen, der wir auch fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit zu danken haben. — Der Notgemeinschaft der Deut - 
schen Wissenschaft sind wir fiir ihre Unterstiitzung zu groBem Dank ver- 
pflichtet. 


Zusammenfassung 


Es wurde ein papier-elektrophoretisches Verfahren ausgearbeitet, 
durch das die verschiedenen Spaltprodukte der Ribonucleinsaure ge- 
trennt und charakterisiert werden kénnen. Durch Variation des Puffers 
lassen sich a) die Gruppen der Nucleotide, Nucleoside und der Basen 
voneinander unterscheiden, b) innerhalb der beiden ersteren gute Tren- 
nungen erzielen. Die Methode wurde weiter zur Untersuchung der bei 
der Spaltung der Nucleinséure mit verschiedenen Metallhydroxyden 
erhaltenen niedrigmolekularen Produkte verwendet. 
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Zur Kenntnis der Lipoide aus den Cystenmembranen 
von Taenia Echinococcus 


Von 
§. Cmelik 


Aus dem Centralen hygienischen Institut Zagreb, Kroatien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1951) 


Uber die Lipoide von verschiedenen Plattwiirmern liegen bisher 
nur wenige Angaben vor. Faust und Tallquist! sowie Welsch? 
fanden betrichtliche Mengen von Cholesterin in Diphyllobothrium 
latum ( Bothriocephalus latus). Brand*® wies auch im Fett von Fasciola 
hepatica das Cholesterin nach. Von den Taenien untersuchten Salis- 
bury und Anderson‘ Taenia tacniaformis und konnten auch die 
Anwesenheit von Cholesterin bestitigen. 

Der Bandwurm des Hundes (T'acnia echinococcus) ist wegen seiner 
geringen GrdBe fiir chemische Untersuchungen nicht geeignet. Seine 
vegetative Form bildet in den inneren Organen bei Rindern, Schweinen, 
Schafen sowie beim Menschen oft umfangreiche, mit einer klaren Fliissig- 
keit gefiillte Cysten. Die Hiillen dieser Cysten, an deren Innenseite sich 
die Scolices entwickeln, bieten ein geeignetes Objekt fiir chemische 
Untersuchungen, um so mehr als ihre Bestandteile noch nicht naher 
bekannt sind. 

Unsere Untersuchungen zeigten, dai die Cystenmembranen arm 
an Lipoiden sind. Der mittlere Fettgehalt betrigt 1,25°%, auf Trocken- 
substanz berechnet. Infolgedessen war es auch nicht médglich, eine 
groBere Menge Fettstoffe fiir umfangreichere Versuche herzustellen. 

Die chromatographische Untersuchung ergab, daB das Unverseif- 
bare zum gr6Bten Teil aus Cholesterin besteht. Die Anwesenheit anderer 
Sterine konnte nicht nachgewiesen werden. Die Tatsache, daB bei allen 
bisher untersuchten Plattwiirmern keine anderen Sterine aufgefunden 
wurden, ist bemerkenswert, da sich diese Tiergruppe in systematischer 
Beziehung unmittelbar an die Coelenteraten anschlieBt, bei welchen 
Bergmann und Mitarbeiter® eine groBe Anzahl verschiedener Sterine 
nachweisen konnten. 

Die Lipoide enthalten nebst einer betriachtlichen Menge wasser- 
léslicher Séuren etwa 50% wasserunloslicher Fettsiiuren, die zu 1/3 
aus festen und zu 2/, aus fliissigen Saéuren bestehen. Bei den fliissigen 
Sauren handelt es sich nach der Jodzahl wohl hauptsichlich um Olsaure. 

1 E. St. Faust u. T.W.Tallquist, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 57, 367—385 [1907]. 

2 A. Welsch, Diss. Freiburg 1909. 

3 Th. von Brand, Z. vergl. Physiol. 8, 613—624 [1928]. 

* L. F. Salisbury u. R.J. Anderson, J. biol. Chemistry 129, 505—517 


[1939]. 
5 W. Bergmann, J. mar. Res. 8, 137—176 [1949]. 
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Beschreibung der Versuche 


Das Material: Germinative Membranen aus den Echinococcus-Cysten der 
Schweineleber, die im Durchschnitt 20—25 ccm Fliissigkeit enthielten, wurden 
nach dem Aufschneiden der Cysten abgespiilt und in Aceton gelegt. Ungefahr 
50 kg Leber lieferten etwa 750 g Membranen. 

Herstellung der Lipoide: Die unter Aceton aufbewahrten Membranen 
wurden scharf abgepreBt, im Vakuum getrocknet, pulverisiert und mit Ather er- 
schépfend extrahiert. Aus den wiasserigen Acetonlésungen wurden, nach dem 
Eindampfen im Vakuum, die gelésten Lipoide in Ather aufgenommen und mit 
dem atherischen Extrakt vereinigt. Nach dem Vertreiben des Lésungsmittels 
verblieben die Neutrallipoide in Form eines hellbraunen, dickfliissigen Oles. 750 8 
frischer Membranen mit einem durchschnittlichen Feuchtigkeitsgehalt von 88% 
lieferten 1,25 g Lipoide. Das entspricht einem Fettgehalt von 1,5% bzw. 0,19%. 
auf Frischsubstanz bezogen. 

Untersuchung des Unverseifbaren: Die Lipoide wurden in iiblicher 
Weise mit alkoholischer Kalilauge verseift. Aus der wasserigen Seifenlésung wurde 
das Unverseifbare ausgeaithert und nach dem Abdestillieren des Lésungsmittels im 
Vakuum getrocknet. 1,25 g Lipoide ergaben 0,37 g Unverseifbares, d. h. 29,9% (I). 

Das Unverseifbare (I), eine gelbliche, kristallinische Masse, wurde in 50 ccm 
Petrolather (Sdp. 60—70°) gelést und iiber eine Saule von Aluminiumoxyd 
(,,Prolabo", fiir chromatographische Zwecke) filtriert. Als Eluierungsmittel dienten 
Benzol, Ather, sowie Mischungen dieser vialetta Es wurden 11 Fraktionen 
zu je 50ccm Eluat aufgefangen. 






































Nr. Eluierungsmittel Pag Bemerkung 
1 Petroiather . . .. 2. 2 sss 12:2 3,3 | farblos, wachsartig 
2 WPOUPGINUMCT 5 gk ss 6,8 1,8 | farblos, wachsartig 
3 Petrolather-Benzol (1:1)... 5,6 1,5 | gelb, wachsartig 

4 Joly, ier ae ee 6,5 1,7 | weiB, kristallisiert 
5 TOC oO ie rr meee 15,6 4,1 | weiB, kristallisiert 
6 Js! a ee eee meee 74,7 | 20,0 | weiB, kristallisiert 
a ERE ig 2 28 ee Bags oe) hee 149 40,0 | weiB, kristallisiert 
8 NOI ss ee oe ons ns oe ee 35,7 9,5 | weiB, kristallisiert 
9 Benzol-Ather (3:1) ..... 5,1 1,3 | farblos, dlig 

10 AGUGR vias) os B.S ks Ge a ws 2,9 0,7 | farblos, wachsartig 
11 MIGIANOL . 6 si we Kw 41,5 | 11,1 | gelblich, wachsartig 














Die Fraktionen 4, 5,6,7 und 8 lieferten nach dem Umkristallisieren aus 90-proz. 
Alkohol ganz reines Cholesterin vom Schmp. 148°. Mit Cholesterin reinst (,,Merck*“‘) 
(Schmp. 148,5°) : Keine Depression. Der Cholesteringehalt betragt demnach im Unver- 
seifbaren etwa 75%, was auf die urspriinglichen Lipoide umgerechnet 22,5% betragt. 

Untersuchung der Fettsauren: Aus der alkalischen Lésung wurden die 
Fettsiuren durch verd. Schwefelsdure ausgeschieden und in Ather aufgenommen. 
Nach dem Vertreiben des Lésungsmittels und Trocknen im Vakuum verblieben 
0,613 g (49,3%) wasserunloslicher Fettsiuren. Die Trennung nach Twitchell® 
ergab 29,7% fester und 62,3% fliissiger Saiuren. Die fliissigen Sauren besitzen 
eine Jodzahl (Hanus) 68. 


6 Twitchell, Ind. Engng. Chem. 18, 806 [1921]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 6 
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N(12)-Formyl-folséure als fermentatives Umwandlungsprodukt 
der Folsaure! 


Von 
H. M. Rauen, W. Stamm und K.-H. Kimbel 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1951) 


Wir berichteten vor kurzem2, daB die reine, nicht fluoreszierende 
Folsiure (Pteroylglutaminséure) durch Inkubation mit Schweineleber- 
suspension oder -homogenaten bei py 7,3 in eine blaufluoreszierende 
Verbindung ibergefiihrt wird. Diese wurde nunmehr mit Hilfe der 
Gegenstromverteilung* und der Papierchromatographie* als N(12)- 
Formy]-folsiure erkannt. 

Da die fermentative Umwandlung Sauerstoff bendtigt, nahmen wir 
zunachst einen oxydativen Abbau der Folsiure an und erwarteten 
Abbauprodukte, die auch bei ihrer photolytischen Spaltung® 
auftreten: Pteridoxamin-aldehyd-(8), Pteridoxamin-carbonsaure-(8) und 
Pteridoxamin (= 2:Amino-6-oxy-pteridin). Mit den genannten Me- 
thoden sowie durch Vergleich einiger Fluoreszenzcharakteristiken stellten 
wir bald fest, daB das fermentative Umwandlungsprodukt mit keinem 
dieser Abbauprodukte identisch ist. Wir behielten aber die Méglichkeit 
eines Abbaus durch fermentative Spaltung zwischen dem Pterin- 
anteil und dem p-Aminobenzoylglutaminsiure-Anteil der Folsiure noch 
im Auge, weil aus dem nichtfluoreszierenden Substrat ein blaufluores- 
zierendes Derivat entsteht. Das Auftreten der Fluoreszenz glaubten 
wir nur durch den spaltenden Eingriff deuten zu kénnen. 


H 
C 
07 2N-C,H,-COOH(p) 


I. N(12)-Formyl-pteroinsiure (Rhizopterin) 


1 Vorgetragen wahrend der Tagung der Gesellschaft fiir Physiologische 
Chemie vom 29.8. bis 1. 9.1951 in Mainz. 

2H. M. Rauen, H. Waldmann u. M. Buchka, diese Z. 288, 10 [1951]. 

3 Vgl. H.M. Raven u. H. Waldmann, diese Z. 286, 180 [1950]. 

4 Anwendung auf Pterine: Crammer, Nature [London] 161, 349 [1948]; 
P.M. Good u. A. W. Johnson, Nature [London] 163, 31 [1949]; F. Weygand, 
A. Wacker u. V. Schmied-Kowarzik, Experientia [Basel] 6, 184 [1950]. 

5 O.Lowry, O.A. Bessey u. E.J.Crawford, J. biol. Chemistry 180, 
389 [1949]. 
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Im weiteren Verlauf unserer Arbeiten iiber die Gegenstromver- 
teilung der Pterine* wurden uns auch synthetische N(12)-Formyl- 
folsiure (III) und N(12)-Formyl-pteroinsiure (Rhizopterin I) zugang- 
lich. Zu unserer Uberraschung fluoreszieren diese Verbindungen in 


/'\ 
\ 


fi} 
ar j t | 
120+-40 / : 


100+20» J 


" 


80 


\ 
| ir 


% der Standardfluoreszenz ——»~ 


870 — 


\ [i 
1 a eee oe ! 
4 16 18 20 |} 








50- 
f a |. / H sd 
ai] ! V 
40- 1 \ f \ 
H | . fy i 
t 
f / ; K 
x! 1 , 
20+ 1 v ? \ 
ji \ * / x 
R fi) 1 ~ \ vf \ Sa 
hy ! Ws eae | ey 
xh | a ee eee ee ‘oa pg 
% 74 1 78 20 22 24 26 BH BR 


% 
= 
y- 
S + 
= 


Hr der Robrchen ——> 


Abb. 1. Gegenstromverteilung von a: N(12)-Formyl-folsiure, b: Inkubat von 

Folsaure mit Schweinelebersuspension, c: Rhizopterin; im System 7/50-Salz- 

sdure/”-Butanol, 33-fach. xx = experimentelle Kurven, 0---o = theoretische 
Kurven. 


waBriger Lésung vor der Analysenquarzlampe himmelblau. Eine Sub- 
stitution am N-Atom 12 stellt also die bei der Vereinigung des Pterin- 
anteils und des p-Aminobenzoylglutaminsaure-Anteils verlorengegangene 
Fluoreszenz, fiir die der Pteridinring verantwortlich ist, wieder her. 

Vergleichen wir die Verteilungskurven dieser beiden formylierten 
Derivate mit denjenigen des Fermentproduktes, so fallt das Maximum 
der letzteren nahezu mit dem Maximum der N(12)-Formyl-folséure zu- 
sammen. In Abb. 1 ist a) die (experimentelle und theoretische’) Kurve 


6 H.M. Rauen u. W. Stamm, diese Z., im Druck. 
7 Zur Berechnung theoretischer Kurven vgl. H. M. Rauen u. W. Stamm, 


Chem.-Ing.-Technik 21, 259 [1949]. 
6* 
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der N(12)-Formyl]-folsiure, b) diejenige des Konzentrats einer fermen- 

tativen Umsetzung von Folsiure (vgl. 2) und c) die (ebenfalls experimen- 

telle und theoretische) Kurve von synthetischem Rhizopterin (I)*. Die 

Fluoreszenzintensitaten aliquoter Anteile der waBrigen Phasen in 

Teorell-Stenhagen-Puffer, py, 10, nach 33-facher Gegenstromverteilung*® 

im System n/50-Salzsiure/n-Butanol wurden mit dem Fluoreszenz- 

Zusatzgerit im Beckman-Spektrophotometer vermessen. Sie wurden 

diesmal direkt tiber die Num- 

: mern der Verteilungseinheiten 

ai © O (ts teenie Origi- 

nal Craig) im Koordinaten- 

system eingezeichnet. Die ge- 

ringfiigigenAbweichungen zwi- 

schen den theoretischen und 

— C) & experimentellen Kurven schei- 

nen dadurch bedingt, daB 

fluorometrische Messungen 

einen gréBeren Fehler haben 

als gravimetrische bzw. pho- 

; tometrische. Wir vernachlis- 

si ~) sigen sie, weil die iiber dem 

7 O VY gleichen Maximum liegenden 

Kurven kongruent sind und 

die zugrundeliegenden Ver- 

bindungen als rein angesehen 

l ! l werden diirfen. Die unsym- 

: F od s metrische _Verteilungskurve 

Abb. 2. Papierchromatogramm von 1) In- des Konzentrats aus der fer- 
kubat von Folsaure mit Schweinelebersus- se = 

pension, 2) Pteridoxamin-carbonsaure-(8), mentativ en Umsetzung deutet 

3) N(12)-Formyl-folsiure, 4) Lactoflavin auf weitere fluoreszierende Be- 

(Butanol-Eisessig, 4° C). gleitstoffe hin. Der Haupt- 

bestandteil war jedoch, wie 

die deutliche Ausbildung des Maximums zeigt, N(12)-Formyl-folsaure. 

Ein Papierchromatogramm dieses Konzentrats teilte diese Begleit- 

stoffe weiter auf. Abb. 2 gibt wieder, daB das Konzentrat sich beim 

Entwickeln mit Butanol-Eisessig bei 4°C in zwei blaufluoreszierende 

Hauptanteile, drei ebenfalls blaufluoreszierende Nebenanteile und das 

gelbgriin fluoreszierende Lactoflavin zerlegt. Der unterste blaufluoreszie- 

rende Hauptanteil wurde durch ein Parallelchromatogramm als Pteri- 

doxamin-carbonsiaure-(8) identifiziert. Der zweite blaufluoreszierende 

Hauptanteil ist N(12)-Formyl-folsaure. 

Diese Versuche zeigen, daB der urspriinglich als Hauptreaktion an- 

gesehene fermentativ-oxydative Abbau der Folsiure tatsachlich 

stattfindet und den gleichen Weg geht wie der photolytische, nur im 





8 F. Weygand, V. Schmied-Kowarzik, A. Wacker u. W. Rupp, Chem. 
Ber. 83, 460 [1950]. 
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Hintergrund des Gesamtvorgangs steht. Im Vordergrund ist dagegen 
der auch aerob verlaufende fermentativ-formylierende Aufbau 
der Folsiure zu N(12)-Formyl-folsaure. 

Ob die nur in geringen Mengen vorhandenen anderen blaufluoreszierenden 
Substanzen zum Stoffwechsel der Folséure in Beziehung stehen, erscheint frag- 
lich. Makino und Yamamoto® fanden mit der Methylenblautechnik und dialy- 
siertem Leberextrakt, daB bei py 7,5 und 37°C Folséure ebenso wie p-Amino- 
benzoylglutaminsaure und Glutaminsaure, nicht dagegen Pteroinsiure, als Wasser- 
stoffdonatoren fungieren und nehmen an, da Folsaure zwischen dem p-Amino- 
benzoyl-Anteil und der Glutaminsaiure fermentativ gespalten wird. Die letztere 
soll dann durch die Glutaminsiaure-oxydase dehydriert werden. Bei dieser Reaktion 
miiBte also Pteroinséure als Abbauprodukt entstehen. Wir haben fiir diesen Abbau- 
weg bis jetzt keine Anhaltspunkte gewinnen kénnen. 

Die fermentative Formylierung der Folsiure unter aeroben Be- 
dingungen ist physiologisch bedeutungsvoll, denn aus allen neueren 
Arbeiten geht hervor, daB nicht die Folsiure selbst, sondern eines ihrer 
Derivate, die Folininsiure, die funktionellen Aufgaben im Stoffwechsel 
austibt. Wenn auch Einzelheiten ihrer Wirkungsweise noch nicht be- 
kannt sind, so scheint doch sicher, daB sie im Rahmen des Gesamt- 
vorgangs der Erythropoese (zusammen mit Vitamin B,,)!°, spezieller bei 
der Nucleinséiuresynthese!! und bei der Methylierung!* zu suchen ist. 

Kine der bei Leuconostoc citrovorum 8081 wirksamen Verbindungen, 
die als Folininsiure SF bezeichnet wird!*, besitzt wahrscheinlich die 
Struktur V. Ihre chemische Synthese verliuft nach II—V1*4, indem 
Folsaure (II) mit Ameisensdure in Essigsiureanhydrid an N(12) formyliert 
(III), anschlieBend in Gegenwart von Ascorbinséure, Natriumcarbonat 
und Platinoxyd hydriert (IV) und dann autoklaviert wird (V). Beim 
letzten Vorgang geht der Formylrest von N(12) auf N(7) iiber, so daB 
Folininsaure als V(7)-Formyl-tetrahydro-folsiure vorlaufig anzusehen ist. 

Auf welchem Wege die Biosynthese der Folininsiure in der 
Leberzelle erfolgt, ist noch nicht bekannt. Es wurde zunichst mikro- 
biologisch nachgewiesen, daB sie bei Inkubation von Folsdiure mit 
Rattenleberschnitten bei Anwesenheit von Ascorbinsiure entsteht!> und 


® K. Makino u. K. Yamamoto, Science [New York] 118, 212 [1951]. 

10 A. D. Welch, Fed. Proc. 6, 471 [1947]; F. H. Bethell, J. Amer. dietet. 
Ass. 62, 89 [1950]. 

11 W.H. Prusoff, L.D.Teply u. C.G.King, J. biol. Chemistry 176, 
1309, [1948]; E. E. Snell, E. Kitay u. W.S. McNutt, J. biol. Chemistry 175, 
473 [1948]. 

12 A, E. Schaefer, W.D. Salmon, D.R. Strength u. D. H. Copeland, 
J. Nutrit. 40, 95 [1951]; M. A. Bennett, Science [New York] 110, 589 [1949]. 

13 M.May, Th. J. Bardos, F.L. Barger, M.Lansford, J.M. Ravel, 
G.L. Sutherland u. W. Shive, J. Amer. chem. Soc. 73, 3067 [1951]; A. Poh- 
land, E.H. Flynn, R.G. Jones u. W. Shive, J. Amer. chem. Soc. 78, 3247 
[1951]. 
14 W. Shive, Th. J. Bardos, T. J. Bond u. L. L. Rogers, J. Amer. chem. 
Soc. 72, 2818 [1950]; J. A. Brockman jr., B. Roth, H. P. Broquist, M. E. 
Hultquist, J.M.Smith jr, M.J.Fahrenbach, D.B.Cosulich, R. P. 
Parker, E. L. R. Stokstad u. T. J. Jukes, J. Amer. chem. Soc. 72, 4326 [1950}. 

18 ©, A. Nichol u. A. D. Welch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 52 [1950]. 
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von Ratten und Menschen!* nach Verabreichung von Folséure mit 
dem Harn ausgeschieden wird. In Miauseleberzellen kommt vorwiegend 
Folininsiure-Konjugat, iiber die Zellbestandteile etwa gleichmaBig 
verteilt, vor}. 

In unseren Fermentversuchen konnten wir Folininséure als End- 
produkt nicht erwarten, weil eine biochemische Hydrierung unter den 
aeroben Bedingungen nicht gut moglich ist. Die NV (12)-Formyl-folsiure ist 
also auch im Weg der Biosynthese der Folininsiure das erste faBbare 
Zwischenprodukt. Weiteren Untersuchungen bleibt vorbehalten zu kla- 
ren, welches Substrat die Formylgruppe liefern und ob die Leberzelle 
von der N(12)-Formy]-folsiure zur N(7)-Formy]-tetrahydro-folsiure den 
gleichen oder einen anderen Weg beschreitet wie die chemische Synthese. 

Wir danken Hrn. Prof. F. Weygand fiir die Uberlassung von Formyl- 
folsiure und Rhizopterin, der Hoffmann-La Roche-A.-G. fiir die Uberlassung 


von Formy]-folsiure, sowie der Kali-Chemie A.-G. fiir die Unterstiitzung unserer 
Arbeiten. Frl. G. HeB danken wir fiir ihre eifrige und gewissenhafte Mithilfe. 


Zusammenfassung 


Das erste faBbare Zwischenprodukt der Biosynthese der Folininsaéure 
ist die N(12)-Formyl-folsiure. Sie wurde mit Hilfe der Gegenstrom- 
verteilung und der Papierchromatographie identifiziert. 


16H. E. Sauberlich, J. biol. Chemistry 181, 467 [1949]; H. E. Sauber- 
lich u. C. A. Baumann, ebenda 181, 871 [1949]. 

17 M.E.Swendseid, F.H.Bethell u. W.W.Ackermann, J. biol. 
Chemistry 190, 791 [1951]. 
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Uber Proteine und deren Abbauprodukte 


VIII. Zur Frage des Vorkommens von Norvalin und Norleuein 
in Proteinen* 


Von 
Kurt Heyns und Wolfgang Walter 
Aus dem Chemischen Staatsinstitut der Universitat Hamburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. November 1951) 


Vor kurzem konnten wir zeigen, daB sich das Verfahren der Tren- 
nung von Aminoséuren mittels der Papierchromatographie auch auf 
isomere Gemische von Leucin, Isoleucin, Norleucin und Pseudoleucin 
sowie auf Valin und Norvalin recht gut anwenden lé8t, wenn man mit 
Pyridin-Amylalkohol im Gemisch mit Wasser als Lésungsmittel arbeitet 
und im iibrigen mit der erforderlichen Sorgfalt vorgeht!. Es war daher 
moglich, nunmehr die immer noch nicht vdéllig geklarte Frage nach dem 
Vorkommen von Norvalin und Norleucin in Proteinen, insbesondere 
in Gehirn-, Riickenmark- und Nervenproteinen erneut anzugehen. 


Den AnstoB zur Untersuchung von Proteinen auf eine dem Leucin isomere 
Aminosaéure gab eine Verdéffentlichung von Thudichum® iiber das Vorkommen 
einer Aminoséure in Hydrolysaten aus Rinderhirn, welche die Bruttoformel des 
Leucins aufwies, sich von diesem aber charakteristisch vor allem durch den Ge- 
schmack unterschied und daher als ,,Glycoleucin“’ bezeichnet wurde. Der Ent- 
decker versuchte die Verbindung auf die n-Capronsiure zuriickzufiihren, erhielt 
jedoch kein eindeutiges Ergebnis, da er von einer kauflichen, nicht naher charakteri- 
sierten Capronsiure ausgegangen war. Consden, Gordon, Martin, Rosen- 
heim und Synge? haben kiirzlich darauf hingewiesen, daB die Arbeit, auf Grund 
derer Thudichum als Entdecker des Norleucins = Glykoleucins gilt, nicht seine 
erste Veréffentlichung iiber diese Substanz darstellt, sondern daB er bereits im 
Jahre 1882 eine Mitteilung erscheinen lieB unter dem Titel: ,,On Glycoleucin, 
the first Chemolytic Isomer of Leucin, its Properties and Combinations‘. 

Abderhalden und Weil® untersuchten die Hydrolysenprodukte von 
Proteinen aus peripheren Nerven und aus Riickenmark und destillierten die Amino- 
sdureester nach Emil Fischer. Durch fraktionierte Kristallisation der nach 
Verseifung der leucinreichsten Esterfraktion erhaltenen Aminosiuren wurden 
Substanzen gewonnen, die in der Drehung sowie in Schmelzpunkt und Drehung 
ihrer f-Naphthylsulfoverbindungen mit den aus n-Capronsiure dargestellten 
analogen, «-Aminoverbindungen iibereinstimmten. Fiir die «-Amino-n-capron- 
siure wurde der Name Norleucin vorgeschlagen, da die Bezeichnung Glycoleucin 
hatte zu Verwechslungen fiihren kénnen®, 


* VII. Mitt.: K. Heyns, G. Anders u. E. Becker, diese Z.287, 120 [1951]. 

1K. Heyns u. W. Walter, diese Z. 287, 15 [1951]. 

2 J.L.W.Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns des 
Menschen und der Tiere. Pietzcker, Tiibingen [1901]. 

3 R. Consden, A. H. Gordon, A. J. P. Martin, O. Rosenheim u. R. L. 
M. Synge, Biochem. J. 39, 251 [1945]. 

4 11th. Annual Report of the Local Government Board 1881—82 (H. M. 
Stationary Office London). 

5 EK. Abderhalden u. A. Weil, diese Z. 81, 207 [1912]; 83, 245; 84, 39 
[1923]; 88, 272 [1913]. 

6 EK. Abderhalden, C.Fréhlich u. D. Fuchs, diese Z. 86, 454 [1913]. 
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Die Frage des Vorkommens unverzweigter Monoaminosiuren als Bausteine 
von Proteinen wurde erneut zu lésen versucht, als Abderhalden und Bahn? 
eine Nachweisméglichkeit fiir Aminosiuren mit gerader Kohlenstoffkette im 
Vergleich zu den Isomeren mit verzweigter Kohlenstoffkette entwickelten. Das 
Verfahren beruht auf der Ausnutzung der wesentlich gréBeren Aminierungs- 
geschwindigkeit der unverzweigten «-Bromfettsiuren gegeniiber den verzweigten 
Isomeren. Es lieBen sich so in Hydrolysaten von Globin, Casein und Rinderhorn 
Komponenten nachweisen®, die nach Uberfiihrung in die entsprechenden «-Brom- 
fettsiuren mit Nitrosylbromid Aminierungsgeschwindigkeiten aufwiesen, die der 
x-Brom-n-valeriansiure entsprachen. Es wurde dann in weiteren Modellversuchen 
gezeigt, daB man sich zur Trennung der isomeren Bromfettsiuren mit besonderem 
Vorteil der unterschiedlichen Umsatzgeschwindigkeit mit Trimethylamin bedient, 
wodurch die zusatzliche Méglichkeit gegeben ist, den nicht umgesetzten Anteil 
an Bromfettsiuren dem Reaktionsgemisch durch Ausitherung zu entziehen und 
andererseits die entstehenden Betaine durch Bildung charakteristischer Gold- 
salze genauer zu identifizieren®. Das gleiche Verfahren erschien auch geeignet, 
zwischen den isomeren Isobromcapronsdéuren zu unterscheiden!® und es zur Be- 
statigung friiherer Funde von Norleucin einzusetzen. ; 

Das Vorkommen von Norleucin wurde von Yaginuma, Arai und Haya- 
kawa!!, von Czarnetzky und C.L.A.Schmidt!? sowie von Nuccorini®, 
das von Norvalin durch Engeland" bestatigt. Durch Town!> wurde das Vor- 
kommen beider Aminosaiuren in Proteinhydrolysaten wahrscheinlich gemacht. 
Da mit Ornithin und Lysin zwei weitere Aminosiuren mit gerader C,- baw. C,- 
Kette bekannt waren und iiberdies der normale primaire Amyalkohol in den Fusel- 
dlen eindeutig nachgewiesen worden war, schien es hinreichend gesichert, daB 
Norvalin und Norleucin als Bausteine von Proteinen allgemein vorkommen. Diese 
Feststellung fand Eingang in die Lehrbiicher. 

In diesem Zusammenhang ist von Interesse, daB8 Consden, Gordon, Martin, 
Rosenheim und Synge?® Gelegenheit hatten, das ihnen in ihrem Institut noch 
zur Verfiigung stehende Originalpraparat des Glycoleucins von Thudichum 
mit der von ihnen selbst entwickelten papierchromatographischen Methode zu 
iiberpriifen, wobei sich herausstellte, daB diese Fraktion ausschlieBlich Leucin 
enthielt. 

Wir haben nunmehr die Frage des Vorkommens von Norleucin 
unter Einbeziehung der Papierchromatographie, jedoch unter Verwen- 
dung anderer Lésungsmittel an verschiedenen Hydrolysaten wieder auf- 
genommen und auch auf das Norvalin ausgedehnt. 

Als Ausgangsmaterial diente zunachst ein lipoidfreies Trockenprapa- 
rat von Rinderhirn*. Das Praparat wurde mit konz. Salzsiure hydroly- 
siert, in tiblicher Weise verestert und der Esterdestillation unterworfen 
(Hydrolysat I). Die anfallenden Fraktionen wurden nach ihrer Verseifung 

7 E. Abderhalden u. A. Bahn, B. dtsch. chem. Ges. 63, 914 [1930]. 

8 EK. Abderhalden u. F. Reich, diese Z. 193, 198 [1930]. 

® E. Abderhalden u. K. Heyns, diese Z. 209, 27 [1932]. 

10 —, Abderhalden u. K. Heyns, diese Z. 214, 262 [1933]; E. Abder- 
halden u. 8. Beckmann, diese Z. 207, 93 [1932]. 

11 'T, Yaginuma, G. Arai, K. Hayakawa, Proc. Imp. Acad. [Tokyo] 8, 
91 [1932]. 

12 KE, J. Czarnetzky u.C. L. A. Schmidt, J. biol. Chemistry 97, 333 [1932]. 

18, R. Nuccorini, Ann. Chim. applicata 24, 25 [1934]. 

M4 R.Engeland, Bull. Soc. Chim. biol. 17, 1790 [1935]. 

15 B.W. Town, Biochem. J. 35, 578 [1941]. 

* Wir verdanken das Produkt der Freundlichkeit der Direktion der Pro- 
monta-Werke, Hamburg. 
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papierchromatographisch untersucht unter Verwendung von Pyridin- 
Amylalkohol bei eindimensionalen und Butanol-Eisessig sowie Pyridin- 
Amylalkohol bei zweidimensionalen Chromatogrammen, da diese Lésungs- 
mittel sich zur Trennung der isomeren Aminosauren in Modellversuchen 
bewahrt hatten. In keiner der Fraktionen wurde Norvalin oder Nor- 
leucin gefunden. Fiir das Norvalin war damit die Frage eindeutig ent- 
schieden, denn auch auf einem Chromatogramm, welches mit der 10- 
fachen Ausgangsmenge des in der Abb. | dargestellten Chromatogramms 
beschickt worden war, erschien der aus Abb. 2 ersichtliche charakte- 


Bu/E ; ee BufE 
‘2 o i OC “4 
, PLA 
, Seg” CF 


Cr S 
ae 
i Oo: 
CO» A> > 
Abb. 1. Ausschnitt aus einem zweidimensionalen Papierchromatogramm eines 


Totalhydrolysates von Rinderhirn. 1 = Valin, 2 = Methionin, 3 = Tyrosin, 
4 = Isoleucin, 5 = Leucin, 6 = Phenylalanin. Bu/E: Butanol/Eisessig. P/A: 


Pyridin/Amylalkohol. 
Abb. 2. Gleicher Ausschnitt wie in Abb. 1 aus einem Totalhydrolysat von Rinder- 
hirn, dem 0,5% Norvalin zugesetzt wurden. 1—6 wie Abb.1; 7 = Norvalin. 


ristische Fleck fiir Norvalin nicht. Das hei8Bt, daB hinunter bis zu einer 
Konzentration von 0,05°% die Anwesenheit von Norvalin ausgeschlossen 
ist, da der in Abb. 2 sichtbare Fleck von 0,5% zugesetztem Norvalin 
herriihrt. Da in den Fraktionen, aus denen Adberhalden und Mit- 
arbeiter die als Norleucin angesprochenen Priparate isoliert hatten, das 
Leucin in sehr groBem Uberschu8 vorhanden war, muBte mit der 
Moglichkeit der Herabsetzung des bei den Modellsubstanzen erzielten 
Trenneffektes von Leucin und Norleucin gerechnet werden. Daher wurden 
zur Kontrolle 500 g Hirnsubstanz, der 0,5°% Norleucin zugesetzt worden 
war, wie oben hydrolysiert, fraktioniert und papierchromatographisch 
untersucht (Hydrolyse II). Hierbei zeigte sich, da8 sich in der Tat bei 
sehr groBem Uberschu8 von Leucin das Norleucin auf einem 2-dimen- 
sionalen Chromatogramm nicht mehr als klar begrenzter Fleck von seinen 
Isomeren trennen lé8t, so daB sich eine eindeutige Entscheidung auf 
diese Weise nicht treffen lieB. 

Um hier zu einer Klarung zu gelangen, fertigten wir Zerlegungs- 
chromatogramme in der in der VI. Mitteilung beschriebenen Art? 


16K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 109 [1951]. 
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mit Butanol-Eisessig als Lésungsmittel an, in dem Norleucin von allen 
in dem Fraktionen enthaltenen Bestandteilen den héchsten Ry-Wert 
besitzt. Der von den 4 Aminosiuren: Phenylalanin, Leucin, Isoleucin 
und Norleucin gebildete langgezogene Fleck wurde auf dem Indikator- 
streifen in 5 Teile geteilt und das dem unteren Fiinftel entsprechende 
Stiick des Zerlegungsstreifens ausgeschnitten. Die Elution des Streifens 
ergab eine Losung, in der das Verhiltnis der Konzentrationen von Leucin 
und Norleucin so weit zu Gunsten des letzteren verschoben war, daB 
in 2 Fraktionen des Hydrolysates IT ein klarer Fleck unter dem des Leu- 
cins erhalten wurde. In den Frak- 
tionen des Hydrolysates I wurde 

nach Anwendung des_ gleichen 
O Verfahrens kein dem Norleucin 


7 
entsprechender Fleck beobachtet 
Or} Or] Ox | aer's, 7 

















C) 7 Cys Nunmehr wurde das rohe Hy- 
drolysat nach weitgehender Ent- 

fernung der Salzsiure in der glei- 

a b c chen Weise untersucht, wobei 0,1% 





Abb. 3. Eindimensionales Chromato- dem Hydroly sat zugesetztes Nor- 
gramm nach der Anreicherung des Jeucin noch sicher nachgewiesen 
Norleucins; Lésungsmittel Pyridin- werden konnte. Auch in diesem 
Amylalkohol. 1 = Isoleucin, 2=Leu- Falle fand sich das Norleucin 


ein, 3 = Norleucin, niches 
a = Kontrollésung, b = Hydrolysat I, : ; 
c = Hydrolysat II. Das Verfahren wurde schlieB- 


lich auf Hydrolysate, die aus fri- 
schem Riickenmark und aus frischen peripheren Nerven hergestellt 
worden waren, ausgedehnt, ohne da8 Norleucin in einem der beiden 
Proteine nachgewiesen werden konnte. Auch hier lieB sich Norleucin 
ohne Schwierigkeiten wiederfinden, wenn es dem zu hydrolysierenden 
Protein in obigen geringen Mengen bereits vor der Hydrolyse zugesetzt 
worden war. 

Es erscheint bemerkenswert darauf hinzuweisen, daB die fortlau- 
fende papierchromatographische Untersuchung aller Fraktionen, die bei 
der Esterdestillation anfielen, ergab, da8B trotz sorgfiltigster Arbeits- 
methodik bei der Auftrennung der Fraktionen sich eigentlich alle der 
Esterdestillation zugainglichen Aminosaéuren in allen Fraktionen bereits 
nachweisen lieBen, wenn auch naturgema8 zuweilen nur schwach. In der 
letzten Fraktion fand sich auch das Methionin an, welches der Ester- 
destillation zwar zuginglich ist, auf diesem Wege aber nicht entdeckt 
wurde. Die Tatsache, daB die normale Esterdestillation nach Emil 
Fischer eine hinreichende Trennung der Aminosiurefraktionen offen- 
sichtlich nicht zulaBt, liefert einen Hinweis dafiir, weshalb die Ver- 
fahren der Ausnutzung der unterschiedlichen Aminierungsgeschwindig- 
keiten der entsprechenden Bromfettsiuren zu Fehlergebnissen gefiihrt 
hat, da bereits durch die Beimischung kleinster Anteile von Brom- 
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propionsiure die Aminierungsgeschwindigkeit so erhéht wird, daB ein 
Anteil von Noraminosauren vorgetaéuscht werden kénnte. Das Trennungs- 
verfahren ist als solches zwar brauchbar; es ist jedoch in den dlteren 
Untersuchungen offensichtlich auf noch nicht hinreichend gereinigte 
Esterdestillate angewendet worden. 


Beschreibung der Versuche 
1. Ausgangsmaterialien 


Riickenmark von 2 frisch geschlachteten Rindern wurde von Hauten befreit 
und die graue Substanz mechanisch méglichst weitgehend entfernt. 200g der so 
gewonnenen weiBen Substanz wurden im ,,Starmix‘’ homogenisiert und nach 
dem Abdampfen der Hauptmenge des Wassers auf dem Wasserbad, im Vakuum- 
trockenschrank vollends getrocknet. Es folgte dann Extraktion im Soxhlet mit 
CCl,, wobei 12 g lipoidfreies Material erhalten wurden. 

Mechanisch vom Bindegewebe befreite periphere Nerven frisch geschlachteter 
Rinder (ausgemusterte Stiicke des Hamburger Schlachthofes) wurden in gleicher 
Weise aufgearbeitet wie die Riickenmarksubstanz, wobei aus 100 g bindegewebs- 
freien Nerven 9g lipoidfreies Material erhalten wurden. 


2. Hydrolyse und Veresterung 


500 g Trockenhirnpraparat (Promonta) (Stickstoff nach Kjeldahl 11,6%, 
Aschegehalt 12,9%, von Knochensubstanz herriihrend, Wassergehalt 10,6%) 
wurden mit 1500 ccm rauchender Salzsiure durch 8-stdg. Kochen unter RiickfluB 
hydrolysiert. (Bei der Hydrolyse II wurden diesem Ansatz vor dem Erhitzen 
1,93 g Norleucin zugesetzt.) Nach Veresterung in bekannter Weise wurden die 
Ester mit Natriumalkoholat in Freiheit gesetzt, wobei die Zugabe von Natrium- 
alkoholat bei pq 7 unterbrochen wurde. 

Die Hydrolysen von Riickenmark (Stickstoff nach Kjeldahl 12,4%) und 
peripheren Nerven (Stickstoff nach Kjeldahl 14,4%) erfolgten mit je 1g Aus- 
gangsmaterial unter analogen Bedingungen. 


3. Destillation 
Das Estergemisch wurde durch Destillation in folgende Fraktionen zerlegt: 


1. Fraktion 14 mm bis zu 65° Badtemperatur 
2. Fraktion 10 mm bis zu 100° Badtemperatur 
3. Fraktion 0,1 mm bis zu 100° Badtemperatur 
4. Fraktion 0,1 mm bis zu 220° Badtemperatur 


Von 145° Olbadtemperatur ab bildeten sich schwer kondensierbare Nebel 
von Diketopiperazinen aus, die gegen Ende der Destillation einen Druckanstieg 
bis auf 6 mm bewirkten. 1 und 2 wurden mit Wasser, 3 und 4 mit 10-proz. H,SO, 
verseift. Entfernung der SO,’’ mit Baryt. 


4. Papierchromatographische Untersuchung der Fraktionen 


Die Untersuchungen wurden in der friiher beschriebenen Weise durch- 
gefiihrt!’. Die sich aus den Papierchromatogrammen ergebende Zusammen- 
setzung der Fraktionen ergibt sich aus Tab. 1. 


17 K. Heyns u. G. Anders, diese Z. 287, 1 [1951]. 
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Diese Ergebnisse sind aus ein- und zweidimensionalen Chromatogrammen 
mit Butanol/Eisessig/Wasser und Pyridin/Amylalkohol/Wasser als Losungsmittel 
auf 602 h: p Schleicher & Schiill erhalten worden. Die Fraktionen waren vorher 
durch fraktionierte Kristallisation weiter aufgeteilt worden und das erhaltene 
Bild ergibt sich als Summe der Befunde aus allen Kristallisaten der Fraktion. 
Das unerwartete Auftreten der «1-Aminobutterséure in der Fraktion 4 ist nicht 
auf eine Bildung dieser Verbindung wahrend der Esterdestillation zuriickzufiihren, 
denn sie konnte auch auf einem zweidimensionalen Chromatogramm des Roh- 
hydrolysates nachgewiesen werden. Das Methionin wurde auBer durch Ninhydrin 
mit dem Jod-Natriumazidreagens nach Chargaff, Lewine und Green’® nach- 
gewiesen. 

Bei ein- und zweidimensionalen Chromatogrammen war weder bei Hydro- 
lyse I noch bei Hydrolyse II ein getrennter Fleck fiir Norleucin zu erhalten. Im 
Laufe der Untersuchungen stellte sich heraus, dai nicht alle Lieferungen der 
Sorte 602 h: p der Firma Schleicher & Schiill die gleiche Trennfahigkeit fiir die 
isomeren Leucine aufwiesen. Um sicher zu erkennen, ob optimale Trennungs- 
bedingungen vorgelegen hatten, wurde eine aus Norleucin, Leucin und Isoleucin 
bestehende Kontrollmischung mitchromatographiert (Abb. 3a). 





| 
| 
| 
| 
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Zusammenfassung 


Eingehende Untersuchungen an Hydrolysaten von Proteinen aus 
Gehirn, Riickenmark und peripheren Nerven zeigten, daB Norvalin 
und Norleucin als Bausteine dieser Eiwei8stoffe nicht vorkommen. In 
geringen Mengen zugesetzte Noraminoséuren wurden eindeutig wieder- 
gefunden. Norvalin und Norleucin sollten daher in den Lehrbiichern 
nicht mehr als Bausteine von Proteinen aufgefiihrt werden. 


18 EK. Chargaff, C. Lewine, Ch. Green, J. biol. Chemistry 175, 67 [1948], 
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Die Eliminierung stérender Chromogene 
bei der Bestimmung der 17-Ketosteroide mit -Dinitrobenzol * 


Von 
Wilhelm Zimmermann, Hans-Ulrich Anton und Dieter Pontius 


Aus der Endokrinologischen Forschungsstelle am Staatlichen Medizinaluntersuchungsamt Trier 
Direktor des Amtes: Dozent Dr. Dr. W. Zimmermann 


Der Schriftleitung zugegangen am 26. November 1951 
g 


Wiahrend bei reinen 17-Ketosteroiden die mit alkalischer m-Dinitro- 
benzollésung entstehende violettrote Farbreaktion! ein charakteristi- 
sches Spektrum mit Maximum bei 530 mu aufweist, entstehen bei An- 
wendung der Reaktion auf Harnextrakte meist Farbgemische von violett - 
braunem bis gelbbraunem Ton mit Absorptionsmaximum im violetten 
Teil des sichtbaren Spektrums (Abb. 1 u. 2). 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Absorptionskurven von reinem Androsteron (—) und trans-Dehydro- 
androsteron (— — —). Abszisse: Nr. der Spektralfilter. 


Abb. 2. Absorptionskurven von Harnextrakten. Abszisse: Nr. der Spektralfilter. 


Das Spektrum der aus 17-Ketosteroiden entstandenen Verbindung 
wird also offenbar durch andere Farben iiberlagert. Die Eliminierung 
der stérenden Chromogene ist nun auf verschiedenen Wegen mdglich. 

Die einfachste Art, Messung der Extinktion im Absorptionsmaxi- 
mum der gesuchten Verbindung (530 mz) und zur Korrektur im Ab- 








* Nach einem am 31. 8.1951 auf der Tagung der Gesellschaft fiir Physio- 
logische Chemie in Mainz gehaltenen Vortrag. Die Arbeiten wurden mit Unter- 
stiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft durchgefiihrt, 
der auch an dieser Stelle dafiir bestens gedankt sei. 

1 W. Zimmermann, diese Z. 238, 257 [1935]. 
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sorptionsmaximum der stérenden Farbe (430 my) unter Anwendung der 
Vierordtschen Gleichung, 1936 von Zimmermann? vorgeschlagen, 
setzt voraus, daB sich die Absorptionskurven der beiden Komponenten 
in den gewahlten Spektralbereichen méglichst verschieden verhalten und. 
daB sich die Einzelfarben addieren. Dies ist fiir Gemische von Andro- 
steron mit Testosteron bzw. Kreatinin nachgewiesen worden® (Abb- 
3 u. 4). 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Abb. 3. Berechnete (———) und gefundene (—) Absorptionskurven von Ge- 
mischen von Androsteron (a) mit Testosteron (b) nach Zimmermann’, §. 172. 
Abb. 4. Berechnete (——-—) und gefundene (—) Absorptionskurven von Ge- 


mischen von Androsteron mit Kreatinin nach Zimmermann’, 8S. 176. 


Aus der Formel zur Bestimmung von zwei Substanzen a und b mit 
verschiedenen Absorptionsmaxima (Ableitung vgl. Zimmermann’, 


S. 174 ff.). 
eiacaes Egriin (Gemisch) viol. (b) — Lviol. (Gemisch)- grin (b) () 
€griin (a) * viol. (b) — eviol. (a) * @griin (b) 
wobei EZ die gemessene Extinktion des Gemisches, e die spezifischen 
Extinktionskonstanten der beiden Komponenten a und b bedeuten, 
wurde unter Zusammenfassung der bekannten Konstanten zu jeweils 


einem Faktor folgende Gleichung entwickelt: 











€viol. (b) 
Konz.a = Egriin (Gemisch)- 3 
€griin (a)* €viol. (b) — €viol. (a)* €griin (b) (2) 
€griin (b) 





— Eviol. (Gemisch)° si = : . 
€griin (a) * viol. (b) — €viol. (a) * &griin (b) 

2 W. Zimmermann, diese Z. 245, 47 [1936]; Z. Vit. Horm. Fermentforschg- 
4, 456 [1951]. 

3 W. Zimmermann, Vitamine u. Hormone 5, 1, 124, 152, 170, 237, 260, 
276 [1944]. 
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In die Konstantenbriiche kénnen nun die Werte fiir die spezifischen 
Extinktionskonstanten eingesetzt werden, fiir a diejenigen fiir Andro- 
steron und fiir b die fiir Kreatinin. Diese Substanz wurde als Modell 
fiir das an sich unbekannte stérende Chromogen oder das Gemisch ver- 
schiedener stérender Verbindungen gewahlt. Man erhalt so den einfachen 
Ausdruck : 

Konz.(Androsteron) = E(griin)* A — E,viol.)+ B . (3) 


Da die spezifischen Extinktionskoeffizienten temperaturabhangig sind, 
ist es auch dieser abgeleitete Ausdruck; fiir eine Reaktionstemperatur 
von 25° und absoluten Alkohol als Lésungsmittel fiir Harnextrakt und 
m-Dinitrobenzol (bei waBriger 3-n. KOH und einem Mischungsverhiltnis 
von 1:1:1, Reaktionszeit 60 Min.) lauten die Konstanten A = 31,0, 
B = 5,0. Bei Verwendung von Alkohol, der mit 1° Tetrachlorkohlen- 
stoff vergillt ist, fanden wir ein wenig verinderte Faktoren und zwar 
A = 31,6 und B= 5,3 (Faktoren fiir andere Temperaturverhiltnisse 
vgl. Zimmermann’, §. 178). 

Von Gibson und Evelyn‘ wurde 1938, ebenfalls von Vierordt 
ausgehend, eine andere Formel zur Bestimmung zweier gefarbter Stoffe 
nebeneinander durch Messung in zwei Spektralbereichen angegeben; 
sie wurde von Fraser und Mitarbeitern' und von Talbot und Mit- 
arbeitern® * auf 17-Ketosteroide angewandt. Es wird auch hierbei im 
violetten und griinen Spektralbereich gemessen. Sie lautet: 


€viol. (b) 











Egriin (Gemisch) * -— — Eviol. (Gemisch) 
Re ae €griin (b) 
grin (xorr.) = —— ow a. (4) 
€viol. (b) oe eviol. (a) 
Cgriin(b) griin (a) 


Allen’ gab eine weitere, und zwar empirische Formel an: 


Evioi. — Erot 
Egriin (korr.) = Egriin (Gemisch) — —— i a (5) 


Beide Formeln wurden vergleichsweise (s. Tabellen 8. 98ff.) auch von 
uns angewendet. Dabei wurde der Koeffizientenbruch éyjio), ()/egriin (v) 
der unbekannten Stérsubstanz b aus den Absorptionsverhaltnissen des 
gelben waBrigen Riickstandes nach Atherextraktion der 17-Ketosteroid- 
verbindungen (s. unten) mit im Mittel 3,4 eingesetzt, der entsprechende 
Bruch fiir a gemaéB unseren Absorptionskoeffizienten fiir krist. Andro- 
steron mit 0,9. Da die Extinktion der aus 17-Keteosteroiden ent- 


4 Gibson u. Evelyn, J. clin. Invest. 17, 153 [1938]. 

5 Fraser, Forbes, Albright, Sulkowitch u. Reifenstein, J. clin. 
Endocrinology 1, 234 [1941]. 

6 Talbot, Berman u. McLachlan, J. biol. Chemistry 148, 211 [1942]. 

* Talbot gab in dieser Arbeit® fiir Ki egrin/eviol. versehentlich an; jedoch 
wurde spater richtiggestellt, daB hier der reziproke Wert eingesetzt werden muB, 
vgl. Engstrom u. Mason®. 

7 W. M. Allen, J. clin. Endocrinology 10, 71 [1950]. 
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stehenden Farbverbindungen im roten Spektralbereich recht gering ist, 
wurde die Allensche Formel noch weiter zu dem Ausdruck: 


(6) 


Egriin (korr.) = Egriin (Gemisch) — 1/,- Eviol (Gemisch) 
vereinfacht. 

Engstrom und Mason® weisen darauf hin, daB diese rechnerische Elimi- 
nierung nur auf Reaktionen, die in rein alkoholischem Medium ablaufen (mit 
alkohol. Kalilauge wie in der Callowschen Modifikation), anwendbar sei, nicht 
dagegen bei solchen in waBrig-alkoholischem Medium (mit waBriger Kalilauge, 
Originalvorschrift von Zimmermann und z. B. Modifikation von Holtdorff- 
Koch). Tatsachlich gibt unter diesen letzten Bedingungen trans-Dehydroandro- 
steron eine etwa um 10% hoéhere Extinktion als Androsteron. Da aber normaler- 
weise nur etwa 5—10% trans-Dehydroandrosteron im Harn vorhanden sind, ist 


dieser Fehler gering. 

Bei Vergleichen stimmten die mit den Formeln von Gibson und 
Evelyn bzw. von Zimmermann gewonnenen Werte weitgehend tiber- 
ein, wihrend die Allensche Korrektur zu einschneidend erscheint und 
bedeutend niedrigere Zahlenwerte ergibt (s. Tab. lu. 2). Allen drei 
Formeln haftet aber der Nachteil an, daB sie nicht gleichzeitig auf reine 
kristallisierte Substanzen und auf Harnextrakte anwendbar sind. Man 
kénnte darum daran denken, aus dem Verhaltnis der Extinktionswerte 
im griinen und violetten Spektralbereich auf den prozentualen Anteil 
der gesuchten 17-Ketosteroide an der Gesamtextinktion zu schlieBen. 
Solche Extinktionsverhaltniskurven sind 1944 von Zimmermann, 
S.173 u. 177, fiir Gemische von Androsteron mit Testosteron bzw. 
Kreatinin angegeben worden. In Abb. 5 sind die durch Girard-Abtren- 
nung der 17-Ketosteroide bzw. durch Farbstoffextraktion (s. u.) ge- 
fundenen bereinigten Zahlen in Prozenten des auf Grund der mit Filter 
S53 gemessenen Extinktion und daraus berechneten scheinbaren 
17-Ketosteroidwertes ausgedriickt und zu dem im Rohextrakt ermittel- 
ten Extinktionsverhialtnis Zyio),/Egrin in Beziehung gesetzt worden. 

Man erkennt aus Abb. 5, daB die gefundenen Extinktionsverhaltnisse der 
entsprechenden Kurve fiir Androsteron-Testosterongemische sehr viel naher stehen 
als der Kurve fiir Androsteron-Kreatiningemische. Man kénnte daraus schlieBen, 
daB es sich bei dem unbekannten stérenden Chromogen nicht, wie friiher angenom- 
men, um Kreatinin, sondern um ein 3-Ketosteroid oder eine ahnliche Verbindung 
handelt. In die oben angegebene Formel (2) wurden daher fiir (b) anstelle der spezi- 
fischen Extinktionskoeffizienten fiir Kreatinin diejenigen fiir Testosteron eingesetzt. 
Fiir eine Reaktionstemperatur von 25° ergab sich so die Formel: 


Konz.(Andr.) = §2. Egriin — 28. Eviol. e 


Bei Anwendung dieser Gleichung fanden sich aber keine wesentlichen Vorteile 
gegeniiber der alten Formel, so da8 im Hinblick auf die unten beschriebene bessere 
Farbstoffextraktion auf die weitere Anwendung dieser Gleichung verzichtet wurde. 
Immerhin diirfte sie besser als die auf der Kreatininbasis errechnete sein. 

Da die Streuung der Extinktionsverhaltniszahlen ziemlich groB ist, erscheint 
ihre praktische Ausnutzung zur Berechnung des prozentualen Anteils von 17-Keto- 
steroid an dem mit Filter S 53 gefundenen Rohwert nicht tunlich. 





990 
: 


8 Engstrom u. Mason, Endocrinology 33, 229 [1943]. 
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Am exaktesten ist selbstverstiandlich die chemische Abtrennung der 
ketonischen Fraktion durch Uberfiihrung der Ketone mit Girards 
Reagenz-T (Trimethylacet-hydrazid-ammoniumchlorid) in Hydrazone?®. 
Wiahrend die nicht ketonischen, neutralen, alkoholischen Steroide dann 
ausgeithert und fir sich bestimmt werden kénnen, verbleiben die 
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Abb. 5. Beziehung zwischen dem Extinktionsverhialtnis 43/53 eines Rohextraktes 

und dem wahren Gehalt an 17-Ketosteroiden, teils durch Girard-Reinigung (), 

teils durch Atherextraktion des Farbstoffes (x) ermittelt. I: Androsteron + Krea- 
tinin, II: Androsteron + Testosteron. 


Hydrazone in der waBrigen Phase, aus der dann die Ketosteroide nach 
Spaltung der Hydrazone und Ausitherung weitgehend gereinigt der 
Farbreaktion unterworfen werden kénnen. 

Der durch Waschen des Ather-Harnextraktes mit Sodalésung, Natronlauge 


und Wasser bereits vorgereinigte, aber immer noch rohe Gesamtextrakt, der 
neutrale alkoholische und ketonische Steroide enthalt, wird nach Abdampfen des 


® Callow, Callow u. Emmens, Biochem. J. 32, 1312 [1938]; Talbot, 
Butler u. McLachlan, J. biol Chemistry 142, 595 [1940]; Talbot, Butler, 
McLachlan u. Jones, J. biol. Chemistry 136, 365 [1940]; Pincus u. Pearlman, 
Endocrinology 29, 413 [1941]. 
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Athers im Exsiccator tiber Calciumchlorid vollstandig getrocknet. Der Riickstand 
wird in 0,5 ccm Eisessig gelést und mit etwa 100 mg Girards Reagens-T versetzt. 
Das lose verschlossene Reagensglas wird dann 20 Min. lang auf 100° erhitzt (Olbad 
_ oder siedendes Wasserbad, dann jedoch Ableitung der Wasserdimpfe). Da die ge- 
bildeten Hydazone bei Zimmertemperatur wieder hydrolysieren, muB die folgende 
Trennung der ketonischen von der nicht ketonischen Fraktion méglichst schnell 
vorgenommen werden. Nach Abkiihlung werden 15 ccm EHiswasser zugefiigt, in 
einen kleinen Scheidetrichter iibergefiihrt (quantitativ arbeiten!), und soviel 
10-proz. Natronlauge zugefiigt, daB °/,, der Essigsiure neutralisiert sind. Diese 
Menge, etwa 0,7 ccm, wird zweckmaBig durch Titration einer Leerprobe ermittelt. 
Es wird dann dreimal mit je 20 ccm Ather extrahiert; die vereinigten Atherextrakte 
werden mit Eiswasser gewaschen. Dieses Waschwasser wird mit der waBrigen 
Lésung der Hydrazone vereinigt und das Ganze mit 3 ccm konz. Salzséure zur Spal- 
tung der Hydrazone angesiuert. Nach mehrstiindigem Stehenlassen bei Zimmer- 
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Abb. 6. Absorptionskurven 
von Harnextrakten nach 
Girard-Reinigung. 
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temperatur werden die wieder in Freiheit gesetzten Ketosteroide dreimal mit Ather 
ausgeschiittelt und die vereinigten Atherausziige mit Sodalésung und Wasser ge- 
waschen. Der Ather wird abgedampft und mit dem Riickstand die Farbreaktion 
durchgefiihrt (Vorschrift nach Pincus und Pearlman’). 

Diese Methode ist bei quantitativem Arbeiten einwandfrei, jedoch 
fiir Routineuntersuchungen der Kliniken etwas umstiandlich und schwie- 
rig. Die Absorptionskurve der Farbreaktion nach der Girard-Reinigung 
aihnelt derjenigen bei reinen, kristallisierten Substanzen (Abb. 6). 

Es gelingt aber auch noch auf andere, einfachere Weise zu korrekten 
Werten zu kommen. 1942 bzw. 1944 wies der eine von uns!®3 darauf 
hin, daB der spezifische, aus 17-Ketosteroiden entstandene Farbstoff im 
Gegensatz zu den stérenden chromogenen Begleitsubstanzen mit Ather 
extrahierbar ist und daB sich dabei das Extinktionsmaximum von 530 my 
nach 500 mu hin verschiebt. Unabhingig davon beschrieben dann Cahen 
und Salter eine Modifikation der m-Dinitrobenzolreaktion, bei der 
sie die entstandene Farbe mit dem halben Volumen Chloroform aus- 
schiitteln. Diese Modifikation hat sich bereits an vielen Stellen einge- 
biirgert und offenbar bewahrt??. 


10 W. Zimmermann, Habilitationsschrift Breslau 1942. 
11 Cahen u. Salter, J. biol. Chemistry 152, 489 [1944]. 
12M. F. Jayle, Ann. d’Endocrinol. 12, 404 [1951]. 
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Wir haben die Versuche, den entstandenen Farbstoff mit Ather 
oder Chloroform zu extrahieren, inzwischen wieder aufgenommen und 
Eichkurven aufgestellt (Abb. 7). 
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Abb. 7. Eichkurven fir Aus- 4[—— x Y 
schiittelung des Farbstoffes mit 
Ather bzw. Chloroform (S 50, | a 
25°, 10-mm-Schicht).—Ather- 19;—_,- so sell ee ee 
extrakt, —— — Chloroform- Zz | 
extrakt. ~ | | 
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Bei einem Reaktionsansatz werden 2 ccm alkoholischer Harnextrakt mit 
2 ccm alkoholischer 2-proz. m-Dinitrobenzollésung und 2 ccm waBriger Kalilauge 
gemischt; nach 90 Min. langer Farbentwicklung bei 25° im abgedunkelten Wasser- 
bad wird die Farbe mit 8 cem Ather bzw. Chloroform (pro analysi, nicht pro nar- 
cosi!) ausgeschiittelt. Zur schnelleren Klaérung kann durch ein kleines, weiches 





Abb. 8. Absorptionskurven von Ather- 
extrakten der vorher aus Androsteron 
bzw. aus Harn entwickelten Farbstoffe. 
Androsteron und Harn: I: normale Farb- 
reaktion des krist. Stoffs, II: Ather- 
extrakt des krist. Stoffs, ITI und IV: 
normale Farbreaktion von Harn, V und 
VI: Atherextrakte des Harns. 
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Faltenfilter filtriert werden. Man erhalt eine klare, violettrote Alkoholatherschicht 
iiber einer gelben, waBrigen Schicht mit den Verunreinigungen. Da die extrahierten 
Farbstoffe lichtempfindlich sind, empfiehlt es sich, bei der Messung mit dem 
Photometer schnell zu arbeiten. Die Extinktionskurven bei Harnextrakten ahneln 
weitgehend denjenigen, die man bei Atherextrakten der aus kristallisierten Sub- 
stanzen entwickelten Farben erhalt (Abb. 8). 

7* 
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In Tab. 1 sind die durch Ather- 
eg bzw. Chloroformextraktion der vor- 
= ® a: her entwickelten Farbstoffe erhaltenen 

3 ™ = Werte, die verhiltnismaBig tiberein- 
A stimmen, den durch rechnerische Eli- 
cf g minierung mittels der drei oben ange- 
ss gebenen Formeln gewonnene Zahlen 
‘g rs _ — * gegeniibergestellt. Im Mittel betragen 
5 g 8 = 5] die Chloroformwerte 95°% der Ather- 
° a werte; dagegen liegen die durch 
¢ So die Zimmermann-Formel errechneten 
5 Werte im Mittel bei 195° (Ather- 
A g werte = 100). Um daher festzustellen, 
2 m] ROmaae nes welche Werte die richtigen seien, 
Z| se%4NxNesas wurde sowohl die Farbstoffextraktions- 
g methode als auch das rechnerische Ver- 
N fahren mit den nach Girard-Reinigung 
gewonnenen Ergebnissen verglichen. 

ea o | BSSS488588 Die Ergebnisse zeigt Tab. 2. 
a8 2 Setzt man die nach der Girard- 
KE schen Ketonreinigung gefundenen 17- 
at ae2oragao~wie Ketosteroid-Konzentrationen von im 
PA 3 Bee Pe SSR ee ibrigen routinemaBig untersuchten 
Harnproben jeweils gleich 100, so wur- 
den in diesen Versuchsreihen mit der 
= me ” Farbstoffextraktion mittels Athers im 
~ EF 6 od Ss Mittel 102%, mit Chloroform 99, mit- 
2¢ 3 a tels der Formeln nach Zimmermann 
£ Sa 3 z Ss 170, nach Gibson-Evelyn 166, nach 
$56 ¢ oo S Allen 112 gefunden. Das bedeutet, 
£ _& daB die Farbstoffextraktion praktisch 
&  & die gleichen Werte ergibt wie die Rei- 
S s/SR3SReSiSy nigung der Ketosteroide iiber die Hy- 
2 § —a—a~™ drazonbildung mit Girards Reagens-T. 
eo 8 ~ANtSNSaSSr Dah trotzdem auch die einfache rech- 
#/ SSSSSSSSS2  nerische Eliminierung durch Messung 
rs in zwei Spektralbereichen fiir die kli- 
< nische Routinediagnostik geniigt, so- 
wo #| 32S27%%3:°¢9 fern man immer die gleiche Methode 
es CRAAOASISSEX anwendet und beachtet, daB die Nor- 
28 Bleowconamoax malwerte dann héher liegen als nach 
OF “| RRRSR5R49%6 Bereinigung der rohen Werte tber 
ks eoesooocoscs Girard-Verbindungen oder durch Farb- 
stoffextraktion, mége die folgende 

By Sennereene Kurve demonstrieren : 
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Abb. 9. Laufende Bestimmung der 17-Ketosteroide bei einem Patienten. Obere 
Kurve: rechnerische Eliminierung stérender Chromogene, untere Kurve: Farbstoff- 
extraktion. Ordinate: 17-Ketosteroide in mg/Tag. 


Die Maxima und Minima beider Kurven decken sich weitgebend, 
so daB man mit jeder Methode unter Beachtung der jeweiligen Normal- 
werte pathologische Abweichungen erkennt. 


Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, daB man mit der relativ einfachen Farbstoff- 
ausschiittelung der vorher wie itiblich entwickelten Komplexe aus 17- 
Ketosteroid, m-Dinitrobenzol und Lauge mit Ather oder Chloroform 
praktisch gleich exakte Werte erhalt wie mit der umstandlicheren Reini- 
gung der Ketosteroide iiber Girard-Hydrazone. Die Methode eignet sich 
fiir die klinische Routinediagnostik. 


Uber eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung 
der Nebennierenrindenhormone 


Von 
H. J. Hiibener, E. Hoffmann und F. Bode 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie und der 1. Med. Klinik der Universitat Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1951) 
Der qualitative und quantitative Nachweis der Nebennierenrinden- 
hormone (Corticoide) wurde bislang fast ausschlieBlich auf Grund der 


reduzierenden Eigenschaft der Carbonylgruppe an C,,) mit der sich daran 
anschlieBenden primiren Alkoholgruppe gefiihrt!, wahrend als Tren- 


1K.H. Pfeffer u. H.J. Staudinger, Zusammenfassende Darstellung 
Angew. Chem. 68, 321—340 [1951]. 
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nungsverfahren eine Reihe von chemischen und in letzter Zeit auch 
einige chromatographische Verfahren vorgeschlagen wurden. Der von 
uns eingeschlagene und im folgenden beschriebene Weg benutzt die 
verteilungschromatographische Trennung, wie sie bereits von anderen 
Autoren vorgeschlagen wurde?>*4, Die Flecke wurden jedoch bei 
uns nicht auf Grund der reduzierenden Eigenschaft der Oxyacetyl- 
gruppierung an C,, identifiziert, sondern mit Hilfe der allen bekannten 
Corticoiden ebenfalls gemeinsamen Ketogruppe an C, mit Doppel- 
bindung von C, nach C,, die eine charakteristische Ultraviolett (UV)- 
Absorption bei etwa 241 mu aufweist. 

Wir konnten zeigen, da die Flecke auf dem Papierchromatogramm 
sich gut mit der Methode von Markham und Smith‘§, die diese fir 
Purine und Pyrimidine beschrieben haben, auf photographischem Wege 
darstellen lassen. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde die UV-Absorption der ge- 
trennten und eluierten Corticoide im Beckman-Spektrophotometer 
(Modell DU) gemessen. 

Diese Methode ist prinzipiell auch fiir diejenigen Ketosteroide geeig- 
net, die ebenfalls eine Ketogruppe am C,-Atom mit konjugierter Doppel- 
bindung aufweisen, sowie fiir ihnliche Substanzen vom Cyclopentanoper- 
hydrophenanthren-Charakter. 


Ergebnisse 


Bisher konnten von uns lediglich Desoxycorticosteronacetat 
(DOKA)*, Desoxycorticosteron (DOK) und 11-Dehydro-17- 
oxy-corticosteronacetat (Cortison-Acetat, Cort A) untersucht und 
getrennt werden. 


Die Substanzen wurden in UV charakterisiert: 
A* DOKA AAthancl 941 my, log ¢ mol : 4,40 
A* Dok mae 241 my, log « mol : 4,35 


Es zeigte sich bei der Untersuchung im Absorptionsmaximum von 241 mu, 
daB beide Substanzen von 0 bis 30 y/ecm dem Lambert-Beerschen Gesetz folgen. 
Bei héheren Konzentrationen ist eine genaue Analyse nicht mehr mdglich, da die 
Durchiassigkeit kleiner als 1% wird. Jedoch kommen héhere Konzentrationen bei 
der Papierchromatographie kaum in Frage und durch Verdiinnungen kann man 
leicht in den giinstigsten MeBbereich gelangen. 


* H. Hofmann u. H. J. Staudinger, Naturwiss. 38, 213 [1951]. 

3 A. Zaffaroni, B. Burtonu. E. A. Keutmann, Science [New York] 6, 111 
[1950]. 

4 A. Zaffaroni, R.B. Burton u. E.A. Keutmann, J. biol. Chemistry 
Vol 177, Nr. 1 [1949]. 

5 R. Markham u. J.D. Smith, Biochem. J. 42, 238 [1949]. 

* DOKA wurde uns freundlicherweise von der CIBA A.-G., Wehr (Baden), 
zur Verfiigung gestellt. 
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Cort A erwies sich, wie unten beschrieben, als nicht einheitlich. In 
den spiter beschriebenen Lésungsmitteln Xylol/Formamid und Xylol/ 
Formamid/NH, ergaben sich folgende Ry-Werte der einzelnen Sub- 
stanzen: 

















Xylol/Formamid Xylol/Formamid/NH, 
nach Hydrolyse von 
Cort A 
DOKA DOK Cort A mit 
n/2-HCl 2-n. HCl 
0; 0,26; 
Ry-Wert 0; 0,88 0,88 0; 0,26; 0,2 0,2 0 
Verhialtnis d. 
Konzentr. 30:1 ~- 1:0,41:0,45 a _ 

















DOK wurde aus DOKAdurch milde Hydrolyse mit n/2-HCl (24 Stdn. 
bei Raumtemperatur) gewonnen. Bei der Hydrolyse des Cort A ergab 
sich bei Beobachtung des Chromatogramms, daf n/2-HCl und n-HCl 
diese Substanz nicht veranderten, 
im Gegensatz zu 2-n. HCl. 

@§ Es ergibt sich also, daB DOKA 
bereits kleine Mengen DOK ent- 
halt. Cort A enthalt zumindest 
drei Substanzen im Verhiltnis 
1:0,41:0,45. Bei Behandlung mit 
2-n. HCI (6 Stdn. Raumtempe- 
ratur) werden die beiden Sub- 
stanzen mit relativ gréBerer 
Wanderungsgeschwindigkeit che- 
misch verindert, wie aus dem 
Xylol/Formamid/NH,-Chromato- 
gramm hervorgeht (s. weiter unten). 

Bei der papierchromatographi- 
schen Trennung mit Wasser wan- 
dert die Substanz mit dem Ry- 
Wert.0 mit der Frontlinie, wah- 
rend Cort A am Startpunkt bleibt. 
Dadurch ist nachgewiesen, daB 
die Substanz mit dem niedrigsten 
Ry-Wert ebenfalls chemisch ver- 
andert wird. 





























Experimentelles Vorgehen 
Fiir die Verteilungschromatogra- 
Abb. 1. Streifen-Chromatogramm in phie wurde die aufsteigende Methode 
Glasrahmen aufgespannt. gewahlt, da sie einfacher ist. Schleicher 
Dahinter Chromatographie-Glocke. & Schiill-Papier Nr. 2043b wurde in 


es: 
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Streifen geschnitten und in Glasrahmen aufgespannt (Abb. 1). Die Streifenanord- 
nung verhindert ein ZerflieBen der Substanz und erleichtert den spiteren quan- 
titativen Nachweis. 1 cm unter der Startlinie wurde eine kleine Ecke aus der einen 
Seite des Papiers herausgeschnitten, um spaéter Photographie und Chromatogramm 
zur Deckung bringen zu k6nnen. 

Lésungsmittel: Xylol/Formamid ee Methano 





DOKA DOK Cort A Cort A Cort A 


nach u. 
Hydro- DOKA 
lyse m. 

2-n. HCI 


Abb. 2. UV-Photographie einiger Chromatographie-Streifen. 


Als Lésungsmittel erwiesen sich mit Formamid gesattigtes Xylol (Xylol/For- 
mamid) und Xylol/Formamid in Gegenwart von Ammoniak als am besten geeignet. 
Es wurde dazu ein Becherglas mit konz. NH, OH in den Chromatographie-Kasten 
gestellt (s. Abb. 1). 

Um das Papier zu reinigen und mit Formamid anzureichern, lieBen wir das 
Lésungsmittel im Papier erst allein aufsteigen. Formamid besitzt einen niedrigeren 
Dampfdruck als Xylol, das sich binnen 1 Stde. verfliichtigt. Die Anreicherung 
von Formamid ist fiir die darauffolgende Trennung der Substanzen notwendig. 
Auf das so vorbereitete Papier wurde die Substanz mit einer Mikropipette auf- 
getragen, das Papier an der Luft getrocknet und sodann das Chromatogramm 
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entwickelt. Die fertigen Chromatogramme wurden an der Luft getrocknet, da die 
Substanzen im Trockenschrank im Papier verlaufen. Eine Auswahl der so gewon- 
nenen Ergebnisse zeigt die UV-Photographie der Chromatogramme (Abb. 2). 

Es wurden bislang 103 verschiedene Lésungsmittel und Lésungsmittel- 
kombinationen erprobt: 

Benzol/Formamid zeigte keine klare Trennung des Substanzbandes bei der 
aszendierenden Chromatographie. 

Das gleiche gilt fiir die Kombinationen: Toluol/Propylenglykol, Toluol/Forma- 
mid und Benzol/Propylenglykol. 

In den aliphatischen Alkoholen von C, bis Cy, zeigten alle untersuchten Sub- 
stanzen (DOKA, DOK und Cort A) gleiche Rr-Werte. Diese lagen zwischen 0,86 
und | bei den einzelnen Alkoholen, wobei besonders der Ry-Wert 1 bei den héheren 
Alkoholen iiber C, sehr haufig war, d. h. die Substanz lief mit der Frontlinie des 
steigenden Lésungsmittels. Dies ist besonders ungiinstig, da die meisten Verunreini- 
gungen, die UV-Licht absorbieren, ebenfalls mit der Frontlinie laufen und somit 
den Leerwert des Papiers erheblich erhéhen. 

Methanol, das 40% Wasser enthilt, zeigte fiir alle Substanzen einen Rr-Wert 
von etwa 0,66; es lieB sich keine Trennung durchfiihren. Die Papierverunreini- 
gungen zeigten etwa den gleichen Rr-Wert. Zusammenfassend kann von den 
primaéren und sekundaren Alkoholen der aliphatischen Reihe gesagt werden, daB 
sie zur Trennung der Corticoide ungeeignet sind. Auch die Zugabe von NH,OH 
und Eisessig oder HCl anderte nichts daran. 

Isopropanol, zu 10% mit Wasser versetzt (Ry 0,9), und Isobutanol/Wasser 
(Rr 0,91) zeigten scharfe Substanzbainder. Diese Lésungsmittel kénnen evtl. zur 
Reinigung der Substanzen an einer Papiersiule Verwendung finden. 

Kombinationen von cyclischen Verbindungen (Toluol, Xylol, Benzol, Phenol) 
und heterocyclische Verbindungen (Pyridin, Tetrahydrofuran) mit den besproche- 
nen aliphatischen Alkoholen waren ebenfalls ungeeignet. 

Chloroform auch in Verbindung mit Alkoholen zeigte keine scharfe Front- 
linie. Alle bisher untersuchten Substanzen zeigten bei Chloroform Ryr-Werte von 1. 

Fiir die UV-Photographie der Chromatogramme wurde eine Niederdruck- 
Quecksilberlampe von Heraeus-Hanau als Lichtquelle und Agfa Copex ,,C“‘-Din A 4- 
Papier als besonders geeignet verwandt*. 


Die quantitative Auswertung 


Aus dem Chromatogramm wurde jeweils das Papierstiickchen herausge- 
schnitten, in dem durch die UV-Photographie ein Corticoid nachgewiesen worden 
war und ein entsprechendes Papierstiickchen in gleicher Héhe des benachbarten 
leerlaufenden Streifens ebenfalls. Beide Papierstiickchen wurden zerschnitten, mit 
absol. Athanol extrahiert und die Absorption vergleichend gemessen. Die Kon- 
zentration konnte dann auf Grund der charakteristischen Absorption aus einer 
Eichkurve ermittelt werden. 


Diskussion 

Wir halten diese Methode fiir einfacher und genauer als die bisher 
beschriebenen Methoden, nachdem wir die Fiarbung mit Triphenyl- 
tetrazoniumchlorid (TTC) von Hofmann und Staudinger und die 
Silberfarbung von Zaffaroni und Mitarbeitern gepriift haben. 

Die TTC-Methode erwies sich als py-empfindlich, lichtempfindlich 
und abhangig von dem Zeitintervall zwischen Farbung und Auswaschen 
des iiberschiissigen TTC. 


* Diese photographische Anordnung wurde von Dr. H. Fischer, Frank- 
furt a. M., zur Analyse von Purinen und Pyrimidinen verwandt und uns freund- 
licherweise von Prof. Dr. K. Felix zur Verfiigung gestellt. 
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Es kommt bei der Bestimmung der Corticoide vor allem darauf an, 
die einzelnen Substanzen sehr exakt zu trennen, was sich auf papier- 
chromatographischem Wege gut durchfiihren li Bt. Die sich anschlieBende 
Nachweismethode der Corticoide auf Grund der UV-Absorption er- 
scheint uns spezifischer und erheblich einfacher zu sein, als die bisher 
zum Nachweis verwendete Oxydation der Oxyacetylgruppierung an C,,. 


Zusammenfassung 


Es wird eine papierchromatographische Methode zur Trennung der 
Nebennierenrindenhormone vorgeschlagen. Die Flecke werden durch 
Photographie in UV-Licht dargestellt. Die getrennten und eluierten 
Substanzen werden auf Grund ihrer charakteristischen Absorption bei 
241 mu quantitativ ermittelt. Dieses Vorgehen ist empfindlicher und 
einfacher als die bislang angegebenen papierchromatographischen Me- 
thoden zur Trennung und Bestimmung der Corticoide. 


Die Verteilung des Aluminiums im Blute von Pferd, Rind und Schwein 
Von 
W. Stéckl 
Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Tierirztlichen Hochschule Wien 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1951) 


Uber die biologische Wirkung des Aluminiums, dessen Verteilung 
in den einzelnen Organen sowie iiber seinen Stoffwechsel im tierischen 
Organismus liegen zahlreiche Angaben vor. Aluminium ist zwar in allen 
Organen weit verbreitet, doch ist der Aluminiumblutspiegel nach bis- 


herigen Beobachtungen sehr niedrig. 

Lewis! bestimmte Aluminium spektroskopisch im Menschenblut und fand 
Werte von 0—0,03 mg%. Gerassimow? analysierte ebenfalls Humanblut und 
fand dabei Durchschnittswerte von 0,07 mg%%. Neuere Angaben stammen von 
Wolff*, welche in Manner- und Frauenblut spektrographisch Mittelwerte von 
40—70 y% ermittelte. Nach Kehoe, Cholak und Story? betragt der durch- 
schnittliche Mittelwert im menschlichen Vollblut 0,013 mg%. Myers und Mull® 
fanden fiir Rattenblut einen Durchschnittswert von 0,06 mg% Aluminium. Im 
Schafblut analysierte Lewis Werte bis zu 0,3 mg. Sonst konnte ich in der Lite- 
ratur keine anderen Werte oder Angaben iiber Aluminiumblutwerte, insbesondere 
fiir Pferd, Rind und Schwein, finden. 


1 §. J. Lewis, Biochem. J. 25, 2162 [1931]. 
2 P. N. Gerassimow, Bull. Biol. Med. exp. URSS 7, 88 [1939]. 
3-H. Wolff, Biochem. Z. 319, 1 [1949]. 

4 R. Kehoe, J. Cholak u. R. Story, J. Nutrit. 19, 579 [1940]. 
5 C. Myers u. J. W. Mull, J. biol. Chemistry 78, 605 [1928]. 
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Aluminium und insbesondere seine Hydroxyde haben in den letzten 
Jahren vermehrte Anwendung in der Medizin gefunden. So werden 
Aluminiumhydroxyde als Adsorptionsmittel fiir Vaccinen verwendet, 
da solche Aluminiumadsorbatvaccinen eine langere und starkere Immuni- 
sierung als bisher iiblich bewirken. Allgemein wird angenommen, daB 
durch subcutane Injektion ein Depot gebildet wird, von dem aus die 
wirksame Substanz in den Organismus protrahiert abgegeben wird. 
Gleichzeitig soll das Aluminiumhydroxyd als unspezifisches Mittel 
(Adjuvans) wirken, welches die antikérperbildende Eigenschaft be- 
stimmter Substanzen (Antigene) verstirkt und dadurch die Immuni- 
sierung unterstiitzt. In neuerer Zeit ist man nun auch in der Heilmittel- 
industrie allenthalben daran gegangen, Penicillin, Hormone u. a. an 
Aluminium zu adsorbieren, um so einen nachhaltigeren und linger wir- 
kenden Effekt der Arzneimittel zu erzielen. Abgesehen von diesen thera- 
peutischen Belangen war es auch vom physiologisch-chemischen Stand- 
punkt aus interessant, Aufschlu8 iiber die normale Verteilung des Alu- 
miniums im Blute der wichtigsten Haustiere zu erhalten. 

Zur Bestimmung des Aluminiums im Blute verwendete ich in etwas 
abgeanderter Form die Methode von Short® fiir Gesamtblutanalysen ; 
fiir die eisenarmen Blutfraktionen kam das Verfahren nach Strafford 
und Wyatt’? zur Anwendung. Die Anwendung zweier Verfahren erwies 
sich als notwendig, da vor allem bei Vollblutanalysen die relativ groBen 
Eisenmengen (ungefahr 45—50 mg, gegen 30—70 y% Al) erhebliche 
Schwierigkeiten bei der Trennung bereiten. Short entfernt das Eisen 
durch Extraktion der salzsauren Lésung des mineralisierten Vollblutes 
mit Ather und anschlieBender Eliminierung des verbleibenden Eisen- 
restes mit Cupferron. Strafford und Wyatt hingegen umgehen die 
Atherausschiittelung und fiihren sogleich in der schwefelsauren Auf- 
schluBlésung die Eisenfillung mit Cupferron durch. Nach Entfernung 
des Cupferrons mit Chloroform stellen die Autoren die Wasserstoffionen- 
konzentration derart ein, daB sie die abgekiihlte wisserige Lésung, 
welche zuvor zwecks Entfernung der Chloroformreste erhitzt wird, mit 
1 Tropfen Methylrot versetzen und mit 10-n. Ammoniumhydroxyd 
alkalisieren. Sodann werden tropfenweise 5-n. Salzsiure bis zu schwach- 
saurer Reaktion und nach Umschlag des Indikators noch 5 ml 5-n. Salz- 
siure zugesetzt. Zur Bleichung des Indikators fiigen Strafford und 
Wyatt nun 2 Tropfen Bromwasser zu und reduzieren schlieBlich letz- 
teres durch Zugabe von 0,5 ml 10-proz. Hydroxylamin-Salzséure-Lésung. 
Diese py-Einstellung schien mir unzweckmiaBig, weshalb ich die von 
Eisen befreite mineralsaure Lésung mit 10-n. Ammoniumhydroxyd neu- 
tralisierte und anschlieBend mit 5-n. Salzsiure unter potentiometrischer 
Kontrolle die Lésung auf das py von 4,9—5 einstellte. Diese exakte 
Pu-Einstellung ist notwendig, da Short zeigen konnte, daB die Re- 


‘HH. G. Short, Analyst 75, 420 [1950]. 
fie. Strafford u. P. F. Wyatt, Analyst 72, 54 [1947]. 
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produzierbarkeit der Werte von der genauen Einhaltung einer bestimm- 
ten Wasserstoffionenkonzentration abhangig ist und sich die Farb- 
intensitaét mit steigendem py vermindert. 

Die Farbentwicklung mittels Aluminons und die Festlegung der 
Kichkurve fiihrte ich sowohl bei den Vollblutanalysen, wie auch bei den 
eisenarmen Fraktionen nach den Angaben von Strafford und Wyatt 
durch, wobei aber der py-Wert nochmals kontrolliert und — falls 
notig — auf 4,9—5,0 korrigiert wurde. 


Reagenzien 

. 6-proz. wasserige Cupferronlésung. 

. Borsiure-Starkelésung: 1 g Borséure wird in 95 ml heiBem bidestilliertem 
Wasser gelést und hierauf 1 g zu einer Paste verriebener wasserléslicher 
Starke in die kochende Borsaurelésung geschiittet. 

3. Ammoniumacetatlésung (115 g auf 300 ml Wasser). 

4. 0,2-proz. wasserige Ammoniumaurintricarbonsaurelésung. 


Noe 


Verfahren 


In einem Quarzkolben werden 100 ml Vollblut mit konz. Schwefelséure und 
Salpetersiure zerstért. Letztere wird durch Abdampfen mit Perhydrol und bidest. 
Wasser ausgetrieben, die Schwefelsaure abgeraucht und die mineralsaure Lésung 
zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird mit 70 ml konz. Salzsiure auf- 
genommen und erneut bis zur Auskristallisation abgedampft. Hierauf fiigt man 
50 ml 6,5-n. Salzsiure dazu, erwirmt gelinde und bringt die salzsaure Lésung in 
einen Schiitteltrichter, worin die Extraktion des Eisenchlorids mit Athylather in 
der iiblichen Weise erfolgt. Fiir 10 mg Eisen sind je 2 Atherausschiittelungen not- 
wendig, weshalb man bei Vollblutanalysen unbedingt 10 Ausschiittelungen — bei 
geringeren Blutmengen als 100 ml entsprechend weniger — ausfiihren muB. Die 
wiisserige Losung wird nun in einem Erlenmeyerkolben zur Vertreibung des Athers 
auf dem Wasserbad erhitzt; anschlieBend werden einige Tropfen Salpetersiure 
hinzugefiigt, um noch vorhandene Eisen(II)-Ionen in die dreiwertige Form iiber- 
zufiihren. Die vollstandige Abtrennung des Eisens erfolgt mit Cupferron. Zu diesem 
Zweck setzt man 1,5 ml einer 6-proz. wasserigen Cupferronlésung zu und wartet 
5 Min. um der Lésung Zeit zur Komplexbildung zu geben. Durch diese Wartezeit 
ist bei Einhaltung des pq-Wertes von héchstens 0,5 eine vollstindige Eisenextrak- 
tion gewahrleistet. Es ist notwendig, das py unter dieser Grenze zu halten, da 
nach Short bei py 0,7 Aluminium bereits mitextrahiert wird. Der Cupferron- 
komplex wird dann dreimal mit je 10 ml Chloroform extrahiert. Hierauf priift man 
nochmals mit 0,5 ml Cupferronlésung, wobei eine weiBe Triibung auftreten soll. 
Jede braune Verfarbung zeigt an, da8 noch immer Eisenreste vorhanden sind. Das 
restliche Cupferron wird mit Chloroform so lange extrahiert, bis letzteres voll- 
standig farblos ist, was meist nach 6-maliger Extraktion der Fall ist. AnschlieBend 
wird die wasserige Loésung zwecks Vertreibung der Chloroformreste auf dem 
Wasserbad erhitzt. Sollte dabei eine gelbrétliche Verfirbung auftreten, so wurde 
das Cupferron unvollstindig aus der Lésung entfernt. 

Fir die Aufarbeitung der eisenarmen Blutfraktionen (Serum, Plasma und 
Gesamtblutfiltrate) benutzte ich die Methode von Strafford und Wyatt. Die 
organische Substanz wird dabei wie iiblich mit Schwefelsiure und Salpetersaure 
zerstért und die Lésung nachher so weit mit Wasser verdiinnt bis sie etwa 6-n. an 
Schwefelsiure ist. Vor der anschlieBenden Ausschiittelung wird das py (0—0,5) 
iiberpriift, da der Cupferronzusatz ein Sinken der Wasserstoffionenkonzentration 
verursacht und somit die Gefahr von Aluminiumverlusten besteht. 

Die Farbentwicklung erfolgt bei beiden AufschluBarten in gleicher Weise. 
Die mineralsaure, von Eisen befreite Lésung wird mit 10-n. Ammoniak neutrali- 
siert und mit 5-n. Salzsiure auf py 4,9—5 gebracht. Das py wird entweder potentio- 
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metrisch oder durch Tipfeln auf Indikatorpapier eingestellt und die erhaltene 
schwach saure Lésung auf 100 bzw. 150 ml aufgefiillt. Davon nimmt man je nach 
der zu erwartenden Aluminiummenge einen aliquoten Teil, verdiinnt allenfalls 
auf 30 ml mit bidest. Wasser, fiigt 2,5 ml Borsiure-Starkelésung oder 2 ml einer 
5-proz. Gummi-arabicum-Lésung als Stabilisator zu. Dazu kommen 5 ml Am- 
moniumacetatlésung und 2,5 ml Ammoniumaurintricarbonsaurelésung. Man stellt, 
wenn erforderlich, das py nochmals durch Zugabe von 5-n. Salzsiure oder 10-n. 
Ammoniak auf 4,9—5 ein. Zur Farbentwicklung wird diese Lésung gut um- 
geschwenkt und 5 Min. eben siedend gehalten. Nach Abkiihlen auf Zimmertempera- 
tur wird auf 50 ml aufgefiillt und 10 Min. stehen gelassen. Hierauf wird gegen eine 
Vergleichslésung, welche ebenso behandelt wird wie die aluminiumhaltigen Proben, 
im Stufenphotometer kolorimetriert. 

Darstellung der Eichkurve: Bekannte Aluminiummengen (1 ml soll 
ungefahr 5—7 y enthalten) werden in einem Erlenmeyerkolben mit 1 ml 5-n. Salz- 
siure versetzt und auf 30 ml mit bidest. Wasser verdiinnt, worauf die Farbentwick- 
lung, wie oben beschrieben, durchgefiihrt wird. Auf genaue p,;-Kinstellung ist auch 
hier stets zu achten. 

Bei der Analyse von Blutproben, in denen die Menge des gesuchten 
Elementes gegeniiber den Ballaststoffen verschwindend klein ist, war 
es notwendig, andere im Blut vorhandene Substanzen auf ihr Verhalten 
gegeniiber der Reaktion des Aluminiums mit Aluminon zu prifen. Zu 
diesem Zweck wurden Modellversuche mit Eisen-, Natrium-, Kalium-, 
Calcium-, Magnesium-, Chlorid- und Phosphationen durchgefiihrt. Je- 
weils 30 y Aluminium wurden sowohl mit jedem dieser Bestandteile 
einzeln, als auch mit allen gemeinsam aufgearbeitet, wobei aber stets 
mindestens die doppelten Mengen der bekannten Blutkonzentrationen 
zur Anwendung gelangten. Diese Analysen zeigten, daB Natrium- und 
Chloridmengen bis zu 1 g, Eisen- und Phosphatmengen bis zu 100 mg 
sowie Kalium-, Calcium- und Magnesiummengen bis zu 50 mg die Alu- 
miniumreaktion mit Ammoniumaurintricarbonsiéure nicht beeinflussen. 
Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Strafford und Wyatt, die 
fiir ihre Versuche aber kleinere Mengen anwendeten. 

Die im Blut noch vorhandenen Spurenelemente stéren teilweise die 
Reaktion tiberhaupt nicht bzw. sie werden bereits mit Cupferron gefallt. 
Um die Aluminonreaktion fiir Aluminium spezifisch zu gestalten, fiigten 
van Nieuwenburg und Uitenbroek® schweflige Saéiure zu, wodurch 
die Elemente Chrom, Indium, Gallium und Titan maskiert werden. 
Andererseits erméglichten sie eine Benutzung dieser Reaktion bei An- 
wesenheit von Beryllium, Scandium, Zirkonium und geringer Mengen 
dreiwertigen Eisens, indem sie nach der Ausbildung des Farblackes 
Salzsiiure und Athanol zusetzten. Obwohl dadurch eine fiir Aluminium 
spezifische Reaktion gegeben ist, habe ich trotzdem davon keinen Ge- 
brauch gemacht, da diese Elemente nach Entfernung des Eisens im 
Blute in aéuBerst geringen Mengen oder gar nicht vorhanden sind. 

Somit kann angenommen werden, daf das vorher beschriebene 
Verfahren fiir eine quantitative Bestimmung des Aluminiums in bio- 
logischem Material, insbesondere Biut, geeignet ist. 





8 C. J. van Nieuwenburg u. G. Uitenbroek, Analytica chim. Acta 
[Amsterdam] 2, 88 [1948]. 
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Ergebnisse 


Von 40 Rindern, welche teils zur Schlachtung bestimmt, teils in der 
buiatrischen und geburtshilflichen Klinik der Tierarztlichen Hochschule 
in Wien als Versuchstiere eingestellt waren, wurde das Gesamtblut 
auf seinen Aluminiumgehalt gepriift, ebenso von 32 Pferden und 
21 Schweinen (Tab. 1). 

AuBer Vollblutanalysen fiihrte ich bei 24 Rindern, 19 Pferden und 
10 Schweinen Aluminiumbestimmungen im Plasma durch, wobei Citrat- 


Tab. 1. Aluminiumgehalt in y% im Vollblut, Plasma und Serum. 

































































Tier- Vollblut Plasma Serum 

Nr. | Rind | Pferd | Schwein | Rind | Pferd | Schwein | Rind | Pferd | Schwein 
l 37,6 | 48,5 27,6 12,8 | 16,0 8,8 16,5 | 18,3 10,5 
2 | 43,0 | 40,3 48,3 11,6 | 12,0 8,0 17,9 | 22,5 12,3 
3 | 29,0 | 39,5 51,5 13,2 | 12,9 16,8 13,2 | 14,9 8,9 
4 | 57,6 | 51,3 35,0 11,4 | 15,0 10,5 14,0 | 16,2 14,3 
5 | 38,8 | 78,5 42,6 12,5 | 18,9 11,2 * | 19,1 11,3 12,6 
6 | 41,3 | 62,0 63,5 16,8 | 17,5 12,5 10,2 | 19,2 12,5 
7 | 48,8 | 57,6 43,0 11,3 | 18,2 12,0 11,9 9,5 10,9 
8 | 66,4 | 61,9 49,9 9,2 | 18,8 7,5 12:8) 072 11,4 
9 | 49,0 | 72,7 56,3 15,4 | 13,0 11,0 8,5 | 11,9 8,1 

10 24,5 | 75,2 32,7 11,0 14,2 14,3 12,8 12,5 13,5 

ll | 43,8 | 92,3 36,8 8,2 | 16,0 12 | 15:0 

12 | 33,8 | 69,8 67,1 12,0 | 20,2 12,9 | 10,3 

13 | 26,5 | 86,1 42,0 16,2 | 15,2 8,5 | 14,2 

14 | 52,0 | 49,3 48,9 10,0 | 14,0 13,0 | 23,5 

15 | 69,1 | 36,9 54,7 10,5 | 18,5 17,6 | 17,9 

16 | 36,1 | 48,9 73,9 8,2 | 18,3 19,1 | 18,2 

17 | 22,7 | 67,4 69,1 11,6 | 17,0 11,3 | 17,4 

18 | 43,1 73,8 60,4 13,4 | 12,0 8,0 | 19,3 

19 | 45,0 | 81,4 70,1 10,0 | 19,9 15,2 | 18,9 

20 | 56,2 | 70,0 29,3 12,3 14,1 

21 69,7 55,2 26,9 15,1 21,3 

22 | 62,4 | 59,3 17,3 

23 | 46,8 | 66,0 10,9 

24 | 39,0 | 45,9 7,0 

25 | 32,5 | 79,8 

26 | 58,2 | 53,2 

27 | 41,3 | 55,9 

28 | 66,5 | 63,4 

29 | 53,9 | 75,5 

30 | 47,7 | 69,1 

31 | 42,9 | 48,3 

32 | 28,3 | 72,0 

33 | 30,2 

34 | 33,5 

35 | 38,0 

36 | 53,7 

37 | 69,2 

38 |} 44,1 

39 | 27,0 

40 | 49,3 | 
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plasma zur Verwendung gelangte, welches rasch nach der Gewinnung 
zentrifugiert wurde (Tab. 1). 

Neben Vollblut und Plasma bestimmte ich den Aluminiumgehalt 
im Serum von 19 Rindern, 21 Pferden und 10 Schweinen (Tab. 1). 

Zur weiteren Aufklarung der Bindungsverhiltnisse des Aluminiums 
im Blute wurde Vollblut bzw. Serum mit 20-proz. Trichloressigsiure im 
Verhiltnis 1:1 enteiweiBt, filtriert und das Filtrat wie iiblich ana- 
lysiert (Tab. 2). 

Samtliche Blutproben der Tab. 1 und 2 stammen von verschiedenen 
Tieren. 

Tab. 2. Aluminiumgehalt in y% im enteiweiBten Vollblut und Serum. 








Tier- EnteiweiBtes Vollblut EnteiweiBtes Serum 

Nr. Rind | Pferd | Schwein Rind Pferd | Schwein 
| 22,0 41,0 26,9 0,0 0,7 2,1 
2 18,2 39,2 28,0 2,8 3,0 3,0 
3 29,5 45,5 32,7 3,5 6,0 0,0 
4 31,7 37,2 25,0 0,0 4,0 0,0 
5 25,5 38,8 22,3 5,0 0,0 1,7 
6 26,3 32,7 38,2 2,8 257 4,0 
7 20,0 . 40,5 27,9 0,8 4,3 
8 32,2 48,2 7 2.3 
9 28,3 57,3 3,1 5,1 

10 15,9 38,2 2,8 3,8 

11 19,0 36,9 3,9 4,0 

12 20,3 52,8 5,0 3,2 

13 26,0 56,0 3,2 Bf 

14 33,4 50,2 2,1 3,9 

15 36,8 35,0 4,0 

16 30,0 52,8 

17 14,1 

18 27,2 




















Aus den in den Tabellen 1 und 2 verzeichneten Analysenergebnissen 
wurden die Durchschnittswerte der Tab. 3 ermittelt: 


Tab, 3. Durchschnittlicher Aluminiumgehalt. 








Mittel Schwankungs- | Schwankungs- 
Tierart Anzahl sey i bereich * des bereich * der 
der Tiere Ree Mittelwertes Einzelwerte 
sie ¥% (+) Y% (+t) 
Vollblut 
Se ee 40 45,0 4,2 26,6 
SORE, 38 .p 5. 32 62,7 5,1 29,0 
Schwein... . 21 49,0 7,0 31,6 
Plasma 
LT a: 24 12,0 it 5,6 
Re bk oe 19 16,2 13 5,6 
Schwein... . 10 11,3 2,0 6,5 














* Die Werte des Schwankungsbereiches sowohl der Mittel- wie auch der 
Einzelwerte gelten fiir eine Wahrscheinlichkeit von 95°, wobei die Berechnung 
der Grenzen mittels des t-Testes erfolgte. 





a Oe 
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Tab. 3 (Fortsetzung). 
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Mittel Schwankungs- | Schwankungs- 
Tierart Anzahl cans < bereich* des bereich* der 
der Tiere 0 Mittelwertes Einzelwerte 
" Y% (+) ¥% (+) 
Serum 
Rind ..... 19 13,4 1,6 vB 
Pferdd ..... 21 16,4 1,8 8,2 
Schwein 10 11,5 1,4 4,4 
enteiweiBtes Vollblut 
Rind ...:. 18 25,4 3,2 13,6 
Pferd ..... 16 43,9 4,2 16,9 
Schwein 7 28,8 4, 11,8 
enteiweiBtes Serum 
Rind ..... 15 27 0,9 3,4 
Pferd ..... 14 32 0,9 3,5 
Schwein... . 6 1,8 Bey 4,1 














* siehe S. 112. 


Die in Tab. 3 angefiihrten Mittelwerte erméglichen eine Aussage 
iiber die Verteilung des Aluminiums in den verschiedenen Blutfraktionen. 
Zwecks besserer Ubersichtlichkeit sind diese Werte nach den einzelnen 
untersuchten Tiergattungen geordnet in der Weise zusammengefaBt, 
daB die fiir die Blutfraktionen gefundenen Aluminiumwerte als Prozent- 
anteile des im Vollblut vorhandenen Aluminiums dargestellt sind. 


Aluminiumgehalt der Blutfraktionen in Prozenten des Vollblut-Aluminiums 























geformte or en enteiweiBtes | enteiweiBtes 
Elemente * Voliblut Serum 
Rind 73,3 26,7 29,8 56,4 6,0 
Pferd .. 74,2 25,8 26,2 70,0 5,1 
Schwein . 77,2 23,1 23,5 58,8 3,7 





* Aus der Differenz zwischen Vollblut-Aluminium und Plasma-Aluminium 
berechnet. 


Dabei zeigt sich, daB in jedem Fall der Hauptanteil des Aluminiums 
(73,3—77,2%) in den geformten Elementen enthalten ist, da nur der je- 
weilige Rest auf 100° sich im Plasma findet. Weiter geht nur ein be- 
schrinkter Anteil des Aluminiums bei der EnteiweiSung sowohl des 
Vollblutes wie des Serums in das Filtrat iiber, woraus zu entnehmen ist, 
daB das Aluminium mit dem Eiwei8 gefallt, daran also relativ fest 
gebunden ist. Insbesondere finden sich nur recht geringe Aluminium- 
mengen im Filtrat des enteiweiBten Serums. Bei der Plasmagerinnung 
bleibt offenbar das gesamte Aluminium in der fliissigen Phase. Die 
gegentiber den Plasmawerten leicht erhéhten Aluminiumwerte des Se- 
rums sind wohl durch eine geringe Abgabe des Aluminiums aus den 
geformten Elementen wahrend der Gerinnung zu erkliren. Da im Filtrat 

R* 
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des enteiweiBten Vollblutes vom Pferd 70° des Gesamtaluminiums 
wiedergefunden werden, ist anzunehmen, daf die geformten Elemente 
des Pferdeblutes den Hauptanteil ihres Aluminiumgehaltes in locker 
bzw. nicht an das Eiwei8 gebundener Form enthalten. 

Um nun zu priifen, inwieweit physiologische Schwankungen des 
Aluminiumblutspiegels bei ein und demselben Tier auftreten, wurde von 
3 Kiihen und 3 Pferden bei gleichbleibender Sommerfiitterung in regel- 
maBigen Zeitabstinden Blut entnommen und auf die beschriebene Art 
analysiert (Tab. 4). 


Tab. 4. Konstanz des Al-Spiegels bei einzelnen Tieren unter Normalbedingungen 




















Kuh1 | Kuh2 | Kuh3 | Pferd 1 | Pferd2 | Pferd 3 
1.Stde. .. .| 32,4 46,9 41,5 72,5 86,3 43,5 
2.Stde. .. .| 32,0 48,0 40,0 73,2 |. 85,1 43,5 
4.Stde. .. .| 33,2 47,5 40,8 70,4 83,1 45,1 
5. Stde. .. .| 30,9 45,8 41,5 72,2 84,0 42,9 
7.Stde. .. .| 32,8 46,2 43,2 69,7 87,5 45,0 
9.Stde. .. .| 33,4 44,1 42,5 70,9 86,0 44,3 
12.Stde. .. .| 31,5 47,5 43,0 72,3 88,5 45,1 
2.Tag ... .- 33,6 45,8 42,5 73,9 87,6 45,4 
4.Tag ....| 34,9 48,4 40,0 om oie oe 
ae — — _ 76,5 83,2 40,0 
6.Tag ... .| 36,5 49,3 41,2 aes sce dips 
Lae ...1 3 47,2 45,7 70,3 85,5 43,5 
te... 4 SA 43,1 47,0 76,4 94,0 45,2 
“rae a 47,5 43,9 80,5 89,4 vias 
Ieee 3s 36 _— — — 79,7 92,0 — 
Ot .../1 — 43,9 ae ie mae ss 
ae aoe 45,2 Ses 82,0 90,4 — 
OO; MAR 2. 2s — — — 80,5 — — 








Die Konstanz dieser Werte innerhalb der angegebenen Frist wurde 
mit dem Pearsonschen X2-Kriterium unter der Annahme gepriift, daB 
die Einzelbeobachtungen von einem konstanten Wert, z. B. dem arith- 
metischen Mittel (x) nur zufallig abweichen. AuBerdem wurde die mittlere 
quadratische Abweichung (sx) vom Mittelwert (x) berechnet. Daraus 
ergeben sich fiir die Versuchstiere folgende Werte: 




















Anzahl arithmetische 
Tierart der Mittel X? ' 8 
Analysen| xin y% Al 
Jt ie 12 33,45 1,096 0,5269 
J | 15 46,43 0,950 0,5471 
mings . «os 13 42,52 1,230 0,5787 
Prodi .... 15 74,73 3,328 1,0883 
Prd? .... 14 87,33 1,582 0,8729 
Pferd3 .... 1l 43,95 0,566 0,4753 


Die fiir X2 ermittelten Werte zeigen an, daB die Abweichungen der 
Einzelergebnisse vom Mittelwert in der GréBenordnung von 10-*g 
bedeutungslos sind. 
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Um die Verteilung des Aluminiums innerhalb derselben Blutprobe 
zu priifen, wurde von 8 Pferden und 10 Rindern je 1 / Blut durch Venen- 
punktion entnommen. Davon gelangten zur Analyse: 100 ml Vollblut, 
100 ml Plasma (200 ml Blut wurden mit Natriumcitrat versetzt und 
zentrifugiert), 100 ml Serum, 100 ml mit Trichloressigsaéure enteiweiBtes 
Serum und 100 ml enteiweiBtes Vollblut. Die Ergebnisse zeigt Tab. 5. 


Tab. 5. Verteilung des Aluminiums im Blut 
(Werte in 7% Al) 








Tier Voliblut Plasma Serum — = 
Pferd 1 79,8 20,2 23,5 4,3 | 57,3 
Pferd 2 53,2 15,2 17,9 2,3 38,2 
Pferd 3 55,9 14,0 18,2 5,1 36,9 
Pferd 4 63,4 18,5 17,4 3,8 52,8 
Pferd 5 75,5 18,3 19,3 4,0 56,0 
Pferd 6 69,1 17,0 18,9 3,2 50,2 
Pferd 7 48,3 12,0 14,1 a 35,0 
Pferd 8 72,0 19,9 213 3,9 52,8 
Rind 1 42,9 10,5 12,8 2,9 28,3 
Rind 2 28,3 8,2 22 0,8 15,9 
Rind 3 33,5 11,6 12,9 LR 19,0 
Rind 4 30,2 10,0 8,5 3,1 20,3 
Rind 5 38,0 23 13,0 2,8 26,0 
Rind 6 53,7 15,1 17,6 3,9 33,4 
Rind 7 69,2 io 19,1 5,0 36,8 
Rind 8 44,1 10,9 lis 3,2 30,0 
Rind 9 27,0 7,0 8,0 21 14,1 
Rind 10 49,3 13,4 15,2 4,0 27,2 

















Aus den Werten der Tab. 5 wurden die Regressionsgleichungen 
(unter Annahme linearer Regression) bestimmt, welche die Abhingigkeit 
des Aluminiumgehaltes des Plasmas, des Serums, des enteiweiBten Voll- 
blutes und enteiweiBten Serums vom Aluminiumgehalt des Vollblutes 
aufzeigen. 

Aus der Regressionsgleichung : 

y=a+ ba 


ergeben sich folgende, nicht umkehrbare Gleichungen, wobei y der 
Aluminiumgehalt der Blutfraktionen und 2 der Aluminiumgehalt des 
Vollblutes bedeutet : 








Blutfraktion (y) | Pferde | Rinder 
RMIT CRS: fo Sue ok SR 0,2347 . x + 1,72 0,2150 . x + 2,68 
RTE Pim ek reas ar 0,2112 . x + 5,17 0,2449 . x + 2,77 
enteiweiBtes Serum ........ 0,0547 . « — 0,01 0,0805 . « — 0,40 
enteiweiBtes Vollblut ....... 0,7672 . x — 2,20 0,5335 . x + 2,89 


Von einer graphischen Darstellung der oben angefiihrtenRegressions- 
gleichungen und ihrer Schwankungsgrenzen wurde aus Griinden der 
Raumersparnis abgesehen. Es mu8 jedoch ausdriicklich darauf verwiesen 
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werden, daB die oben wiedergegebenen Beziehungen nur unter Bedacht- 
nahme dieser Schwankungsgrenzen verwertbar sind. Diese Grenzen sind 
aus den in Tab. 5 angefiihrten Werten errechenbar. 


Zusammenfassung 

Mittels der abgeanderten Verfahren von Short sowie Strafford 
und Wyatt wurde bei Rind, Pferd und Schwein der Aluminiumgehalt 
in Vollblut, Serum, Plasma, enteiweiBtem Vollblut und enteiweiBtem 
Serum bestimmt. 

Zwecks Priifung der physiologischen Schwankungen des Aluminium- 
blutspiegels innerhalb bestimmter Zeitabschnitte wurde von drei Kiihen 
und ebenso vielen Pferden regelmaéBig Blut entnommen und aus den 
erhaltenen Analysenwerten mittels des Pearsonschen X?-Kriteriums die 
Konstanz der Werte gepriift. 

Weiter wurde von 10 Rindern und 8 Pferden der Aluminium- 
gehalt der einzelnen Blutfraktionen bestimmt und dessen Abhangig- 
keit von entsprechenden Vollblutwerten berechnet. 


Uber die Beziehungen zwischen Hamosiderin und Ferritin 
Von 
M. Behrens und M. Taubert 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut und der Med. Poliklinik der Medizinischen Akademie 
GieBen 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1951)} 


Das den Histologen seit langer Zeit bekannte eisenhaltige Pigment 
Hamosiderin wurde erstmalig von Asher? in fast unveranderter Form 
als histologisches Element auf mechanischem Wege isoliert. Er kommt 
auf Grund der von ihm angestellten Analysen zu dem SchluB, daB es 
sich bei dem Hamosiderin im wesentlichen um Eisenhydroxyd neben 
Spuren von Calciumphosphat handelt, welches in ein eiweiBhaltiges 
Stroma eingelagert ist. Die EiweiBanteile hat er nicht naher untersucht. 
1937 hat Laufberger? aus Milzen ein leicht kristallisierbares Eisen- 
Proteid, das sogenannte Ferritin, dargestellt. Dies Ferritin bildet mit 
Cadmiumsulfat durch ihren Eisengehalt braungefarbte Kristalle. Der 
prozentuale Eisengehalt der Kristalle wechselt und kann bis etwa 25% 
betragen*. Durch besondere MaBnahmen 1a8t sich das Eisen aus dem 
Ferritin entfernen, wonach ein ebenfalls mit CdSO, leicht kristallisier- 


1 Th. Asher, diese Z. 220, 97 [1933]. 
2 V. Laufberger, Bull. Soc. Chim. Biol. 19, 1575 [1937]. 
* S. Granick, J. biol. Chemistry 146, 451 [1942]. 
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bares Protein zuriickbleibt, das sogenannte A poferritin. Sein Molekular- 
gewicht betriigt etwa 460000 und steht seinen Eigenschaften nach den 
Globulinen naher als den Albuminen. Wie Untersuchungen amerikani- 
scher Autoren ergeben haben, liegt das Eisen in dem Ferritin als Eisen- 
hydroxyd vor und ist in die Zwischenriume des Kristallgitters der 
EiweiBkristalle dispers eingefiigt, ohne mit diesen eine chemische Bin- 
dung einzugehen. Bei der Darstellung des Ferritins aus Milzen oder 
anderen Organen werden immer eisenhaltige Eiwei8fraktionen erhalten, 
die durch CdSO, nicht zur Kristallisation zu bringen sind. Diese Frak- 
tionen werden als nicht kristallisierbares Ferritin bezeichnet. 
Bringt man zu diesen Fraktionen eisenfreies Apoferritin, so erhalt man 
mit CdSO, eisenhaltige Ferritinkristalle. Es ist seither nur auf diesem 
Wege gelungen, Eisen wieder in Apoferritin einzufiigen. Dieser Umstand 
laBt es berechtigt erscheinen, die von Eisen braungefarbten EiweiB- 
fraktionen als nicht kristallisierbares Ferritin zu bezeichnen. Beide 
EiweiBstoffe, Himosiderin und Ferritin, gelten als Speicherformen des 
Kisens im Organismus. Es mu8 betont werden, daB es sich beim Hamo- 
siderin um histologisch distinkte Gebilde handelt, wihrend das Ferritin, 
Apoferritin und das nicht kristallisierbare Ferritin chemisch dargestellt 
sind. Die Lokalisation dieser Stoffe im Gewebe laBt sich zur Zeit histo- 
chemisch noch nicht sicher bestimmen. Im allgemeinen wird das Ferritin 
als die leichter disponible Form des Speichereisens angesehen, waihrend 
das Hamosiderin als schwerer mobilisierbar gilt. Der Ubergang des Ferri- 
tins in das stabilere Haimosiderin wird zur Diskussion gestellt*. Die 
Beziehungen zwischen dem histologisch nachweisbaren Haimosiderin und 
den aus ganzen Organen auf chemischem Wege dargestellten Eisen- 
Proteiden (Ferritin) sind unklar®. Da zur Zeit der Untersuchungen 
Ashers das Ferritin noch nicht bekannt war, blieben bisher die Be- 
ziehungen zwischen Hamosiderin und Ferritin problematisch und wurden 
nur theoretisch erértert. Es erschien uns wichtig, diese Frage zu kliren, 
zumal das Haimosiderin nach den von uns entwickelten Methoden der 
Zellen- und Gewebetrennung jederzeit leicht darstellbar ist®. 

Es war unsere Absicht zu untersuchen, ob sich aus reinem Haimo- 
siderin Ferritin darstellen 1i8t. Im Prinzip wurde wie schon von Asher 
beschrieben, vorgegangen. Pferdemilzen wurden in vereistem Zustand 
getrocknet und nach Zerkleinerung in Fraktionen verschiedener spezi- 
fischer Gewichte zerlegt, wobei die Schnitte der spezifischen Gewichte 
etwas anders als von Asher gewahlt wurden und zwar so, daB 3 Frak- 
tionen von folgenden Eigenschaften gewonnen wurden: 

1. Fraktion, spez. Gewicht kleiner als 1,335. 

Diese Fraktion besteht neben roten Blutkérperchen aus Zelltriim- 
mern und ist dadurch charakterisiert, daB sie bei histochemischer Prii- 
fung praktisch frei von Hamosiderin gefunden wird. 

4 C. A. Finch u. Mitarb., Blood 5, 11 [1950]. 


5 C. A. Finch u. Mitarb., Blood 5, 11 [1950]. 
6 M. Behrens, Abderhaldens Hdb. der biol. Arbeitsmethoden V, 10, II. 
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2. Fraktion, spez. Gewicht zwischen 1,335 und 1,60. 

Die Fraktion enthalt Zellkerne und Zelltriimmer, die vereinzelt 
Hamosiderin aufweisen. Daneben finden sich Spuren von Bindegewebe 
(die Hauptmenge des Bindegewebes war schon durch Schlimmen und 
vorheriges Filtrieren durch Watte beseitigt worden). 

3. Fraktion, spez. Gewicht schwerer als 1,60. 

Diese Fraktion besteht im wesentlichen aus eisenhaltigen Granula, 
denen in ganz geringfiigiger Menge Protoplasmateilchen anhaften. Bei 
wiederholter Extraktion mit H,O geht +/,; dieser Fraktion in Lésung, 
wobei tiefbraune eisenhaltige Eiweislésungen erhalten werden. 

Diese 3 Fraktionen wurden auf ihren Ferritingehalt untersucht, 
wobei wir uns an das Verfahren von Michaelis’ anlehnten. 

Methodik: Jeweils 0,3 g der einzelnen Fraktionen werden mit der 20-fachen 
Menge aqua dest. homogenisiert und 10 Min. in ein Wasserbad von 80° gestellt. 
Nach Abkiihlen werden die festen Bestandteile durch Zentrifugieren abgetrennt. 
Die iiberstehenden, mehr oder weniger braun gefairbten Lésungen werden abge- 
gossen und anschlieBend mit soviel festem Ammonsulfat versetzt, daB ihr Gehalt 
an diesem 17% betragt. Nach dieser Ammonsulfatzugabe wird nach einigen Stunden 
von dem entstandenen Niederschlag abzentrifugiert. Bei den Frakt. 1 und 2 bilden 
sich nur Spuren eines braungefarbten Niederschlages, wihrend die tiberstehenden 
Fliissigkeiten tiefbraun gefirbt bleiben. Bei Frakt. 3 entsteht ein voluminéser 
braungefarbter Niederschlag, wogegen die iiberstehende Fliissigkeit nur noch 
schwach gelb gefarbt ist. Die durch Zentrifugieren gewonnenen klaren Fliissigkeiten 
werden durch weitere Zugabe von Ammonsulfat auf einen Gehalt von 24% ge- 
bracht. In den Frakt. 1 und 2 bildet sich danach nochmals ein reichlicher Nieder- 
schlag, wahrend ein solcher in der hellgelben Fliissigkeit der 3. Fraktion praktisch 
ausbleibt. Die Bodensitze werden in méglichst wenig Wasser gelést und mit dem 
gleichen Volumen einer 10-proz. CdSO,-Loésung versetzt. Bei der hamosiderinfreien 
Frakt. 1 bildet sich ein geringfiigiger Niederschlag, der sich bei der mikroskopischen 
Priifung als amorph erwies und nur ganz vereinzelt typische Ferritinkristalle zeigte. 
Hingegen entstand aus der hamosiderinhaltigen Frakt. 2 ein Brei braungefarbter 
Ferritinkristalle, in welchem sich nur Spuren eines amorphen braunen Nieder- 
schlages befinden. 

Die Abb. 1 und 2* zeigen diese Kristalle. In der eigentlichen Hiimo- 
siderinfraktion (3) finden sich keine Ferritinkristalle. Diese Versuche 
wurden éfters — bei méBiger Verschiebung der Grenzen der spezifischen 
Gewichte der Einzelfraktionen — immer mit dem prinzipiellen gleichen 
Ergebnis wiederholt. Aus der eigentlichen Haimosiderinfraktion (3) wur- 
den in keinem Falle Ferritinkristalle erhalten. Vielmehr fand sich das 
Ferritin stets in der Frakt. 2, die offensichtlich aus himosiderinhaltigen 
Zellbestandteilen bestand. — Da die waBrigen Extrakte aus den Himo- 
siderinfraktionen (3) dunkelbraun und klar waren, lag der Gedanke nahe, 
daB in ihnen das nicht kristallisierbare Ferritin vorhanden sei. Es gelang 
uns jedoch niemals, durch Zusatz von Apoferritin aus diesen Extrakten 
Ferritinkristalle zu gewinnen. Auch das Verhalten dieser Extrakte 
spricht dagegen, da es sich um , nicht kristallisierbares Ferritin“ handelt. 
Sie werden im Gegensatz zu den ,,nicht kristallisierbares Ferritin“ ent- 
haltenden Loésungen durch relativ geringe Mengen Ammonsulfat irri- 





7 L. Michaelis, J. biol. Chemistry 148, 53 [1943]. 
Abb. 1 u. 2, s. Tafel S. 118 a. 
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Abb. 2. 


Abb. 1 u. 2. Ferritinkristalle aus Fraktion 2 bei verschiedener Einstellung 
der Bildebene (VergréBerung 1000-fach). 
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versibel ausgefallt. Charakteristisch ist an diesen Losungen auch, was 
sie weiterhin vom ,,nicht kristallisierbaren Ferritin‘‘ unterscheidet, daB 
sie ohne sichtbare Veranderungen auf 100° erwirmt werden kénnen. 


Diskussion 

Aus unseren Befunden entnehmen wir, da8 das Ferritin resp. Apo- 
ferritin sich nur in den Zellen befindet, die zur Einlagerung von Himo- 
siderin befahigt sind. Wir schlieBen dies daraus, daB sich aus den Frak- 
tionen die Hamosiderin im histologischen Bild, wenn auch nur in ge- 
ringen Mengen, zeigen, Ferritin gewinnen laBt, wahrend aus den Frak- 
tionen, die histochemisch kein Haimosiderin erkennen lassen, auch kein 
Ferritin zu erhalten war. Wenn auch die Hamosideringranula kein Ferri- 
tin enthalten und nicht einfach, wie in der Literatur vermutet, Aggrega- 
tionen von Ferritin darstellen, so sind sie doch teilweise wasserléslich. 
Dies steht in Einklang mit der bekannten Tatsache, daB8 Hamosiderin 
als, wenn auch schwerer mobilisierbare, Form der Eisenspeicherung, 
anzusehen ist. 


Zusammenfassung 

Es werden Untersuchungen iiber die Beziehungen zwischen Haimo- 
siderin und Ferritin mitgeteilt, die mit einzelnen Gewebsfraktionen von 
bestimmtem spezifischem Gewicht angestellt wurden, welche aus in ver- 
eistem Zustand getrockneten Organen bereitet worden waren. Es ergab 
sich dabei, daB das Himosiderin kein Ferritin enthalt und nicht einfach 
aus Anhiufungen von Ferritin besteht, sondern da sich Hamosiderin 
und Ferritin grundsiatzlich unterscheiden. 


Vergleich homologer 4’-Alkoxy-stilbylamine und optischer Antipoden 
auf ihre zellteilungshemmende Wirkung 


Von 
Hans Lettré!, Annemarie Mex? und Eva Ruhbaum ? 
Aus dem Chemischen und dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Géttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1952) 


Im Anschlu8 an die Beobachtung‘, daB das 4’-Methoxy-stilbylamin 
an in vitro geziichteten Fibroblasten mitosehemmende Wirkung zeigt, 
haben wir eine Reihe von substituierten Stilbylaminen gepriift. Von 
~ ae Jetzige Anschrift: Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universi- 
tat Heidelberg. 

2 Diplomarbeit A. Mex, Gottingen 1944. 

3 Diplomarbeit E. Ruhbaum, Gottingen 1948. 

1H. Lettré, M. Albrecht u. H. Fernholz, Naturwiss. 29, 390 [1941]; 
diese Z. 278, 175 [1943]. 
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diesen haben die homologen Alkoxyderivate insofern Interesse, als sie 
gegeniiber dem Methoxyderivat eine Wirkungssteigerung zeigen. Die 
Darstellung der Verbindungen erfolgte nach der von Reichert® an- 
gegebenen Methode, die wir hinsichtlich der Reduktion modifiziert 
haben‘. 


R-< CHO + <_»>-CH,-NO, > R S =i 
—C-NO, 


R-< )—CH, R-< )>—CH, 
<_>—C:NOH <_>—C*H-NH, 


Der substituierte Aldehyd wird mit Phenylnitromethan kondensiert, 
das entstehende Nitrostilben mit Zinkstaub und Eisessig zum Oxim 
reduziert, das weiter mit Natriumamalgam in das Amin tbergeftihrt 
wird. Die verwendeten p-Alkoxyaldehyde wurden aus den entsprechen- 
den Athern nach der Methode von Gattermann dargestellt. 


Wahrend das 4’-Methoxy-stilbylamin mit 4 y/ccm an in vitro 
geziichteten Fibroblasten die untere Grenze der Wirksamkeit zeigt, 
erweist sich das 4’-Athoxy-stilbylamin als 10-mal starker wirksam 
mit einer Grenzdosis von 0,4—0,5 y/cem. Das n- Propoxy-Derivat mit 
0,8 y/eem und das n-Butoxy-Derivat mit 1,8 y/ecm sind schwacher 
wirksam als das Athoxyderivat, aber starker w irkeam als das Methoxy- 
derivat. Bei diesen homologen Athern 148t sich also eine Wirkungs- 
steigerung feststellen. Im Gegensatz hierzu zeigt sich bei den homologen 
Athern der Enolgruppe im Ring C des Colchicins ein Absinken der Wirk- 
samkeit mit steigender Kettenlinge*°®. 

Fir die Beurteilung der Spezifitaét einer physiologischen Wirkung 
ist das Verhalten optischer Antipoden einer wirksamen Substanz be- 
sonders aufschluBreich. Die Stilbylamine besitzen ein asymmetrisches 
C-Atom; die zuvor beschriebenen Verbindungen sind also die optisch 
inaktiven Racemate zweier optischer Antipoden. Bei der stirkst- 
wirksamen, dem 4’-Athoxy-stilbylamin, haben wir die Spaltung’ des 
Racemates durchgefihrt (bearbeitet von E. Ruhbaum). Die zunachst 
zur Salzbildung verwendete d-Weinsiure fiihrte nicht zu einer Trennung 
diastereomerer Salze; augenscheinlich bilden diese ein nicht trennbares 
partielles Racemat. Die Abtrennung eines optischen Antipoden gelang 
zunichst mit Hilfe von d-Camphersulfonsiure. Es konnte ein gut 
kristallisiertes Salz erhalten werden. Das hieraus hergestellte Hydro- 
chlorid des Stilbylamins zeigte einen Schmelzpunkt von 237° gegeniiber 
174—175° fiir das Hydrochlorid des Racemates und einen Drehwert 
[x]p : — 83,9°. Es gelang nicht, den anderen optischen Antipoden mit 


> 


5 B. Reichert u. H. Hoffmann, Arch. Pharmaz. 274, 153, 219 [1936]. 
6° H. Lettré u. H. Fernholz, diese Z. 289, 123 [1952]. 
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Hilfe der d-Camphersulfonsaure zu isolieren. /-Camphersulfonsaure stand 
uns nicht zur Verfiigung. 

Triem’ hat 1938 die Spaltung racemischer Aminoséuren mit Hilfe 
der von Windaus und Kuhr' dargestellten Cholestenonsulfonsiure be- 
schrieben. Die Anwendung der Cholestenonsulfonsaiure hat es uns er- 
méglicht, die beiden optischen Antipoden des 4’-Athoxy-stilbylamins 
rein darzustellen. Neben der schon mit d-Camphersulfonsiure erhaltenen 
Verbindung erhielten wir eine zweite, die in Form des Hydrochlorids 
den Schmp. 237° und einen Drehwert von [«]p:-+ 83,5° zeigte. Ein 
Gemisch gleicher Teile der optisch aktiven Hydrochloride schmolz bei 
174—175° wie das Hydrochlorid der racemischen Verbindung und gab 
mit diesem keine Schmelzpunktsdepression. Zugabe einer kleinen Menge 
des Hydrochlorids der optisch aktiven Verbindung zu dem Hydro- 
chlorid der inaktiven erhéht deren Schmelzpunkt, so daB diese keine 
racemische Molekilverbindung, sondern ein Konglomerat darstellt. 

Bei der Priifung auf ihre teilungshemmende Wirkung an Hiihner- 
herzfibroblasten zeigten die optischen Antipoden groBe Unterschiede. 
Die racemische Verbindung hat eine untere Grenze der Wirksamkeit 
mit 0,4—0,5 y/cem. Nur die (—)-drehende Komponente zeigte mit 
diesen Mengen Wirksamkeit. 0,2 y/ecm bewirkten keine Mitosehemmung, 
0,3—0,4 y/ecm wurden als untere Grenzen der Wirksamkeit festgestellt. 
Im Gegensatz hierzu zeigte die (-+-)-drehende Komponente mit Dosen 
von 0,5 bis 12 y/cem keinerlei Einflu8B auf das Wachstum der Fibro- 
blasten. Mit 24 y/ecm zeigt sich eine Vakuolisierung und leichte Ver- 
fettung der Zellen, aber keine mitosehemmende Wirkung. Erst mit 
48 y/ccm konnte neben einer verstaérkten Vakuolisierung und Verfettung 
der Zellen eine leichte Mitosehemmung beobachtet werden. Die (-+)- 
drehende Komponente ist also mehr als hundertmal schwicher wirksam 
als die (—)-drehende Komponente. Es besteht die Méglichkeit, daB sie 
vollig wirkungslos ist, da eine Verunreinigung mit weniger als einem 
Prozent des anderen Antipoden den beobachteten Effekt erkliren wiirde. 

Die Spezifitat der Mitosegiftwirkung in struktureller Hinsicht ist 
von uns an zahlreichen Beispielen demonstriert worden*®°; unsere 
hier beschriebenen Befunde erweisen auch die stereochemische Spezifitat. 


Beschreibung der Versuche 
a-Phenyl-f-[p-athoxyphenyl]-athylamin (4’-Athoxy-stilbylamin) 

«-Nitro-4’-athoxy-stilben: 24g p-Athoxybenzaldehyd und 22g 
Phenylnitromethan wurden mit 3 ccm absol. Alkohol, 0,8 g Methyl-amin- 
hydrochlorid und 0,27 g wasserfreier Soda versetzt. Das Gemisch wurde bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach 1 Tag begann die Abscheidung gelber 
Kristalle, deren Menge sich nach 5 Tagen nicht mehr vermehrte. Das Produkt 
wurde abfiltriert und mit Alkohol umkristallisiert. Lange goldgelbe Nadeln vom 
Schmp. 145°, Ausb. 37 g (86% d. Th.). 

C,sH,;0,N. Ber. N 5,2. Gef. N 5,3. 


7 G. Triem, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1522 [1938]. 
8 A, Windaus u. E. Kuhr, Liebigs Ann. Chem. 582, 57 [1937]. 
°H. Lettré u. Mitarbeiter, diese Z. 281, 133, 139 [1944]; 287, 53, 58 [1951]. 
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Oxim des 4’- Athoxy-desoxybenzoins 


12 g des Nitrostilbens wurden mit der gleichen Menge Zinkstaub ver- 
rieben und in kleinen Portionen unter stindigem Riihren in ein Gemisch von 
180 cem Eisessig und 360 cem Alkohol eingetragen. Nach 2-stdg. Riihren, wobei 
zum Ende noch etwas Zinkstaub eingetragen wurde, entfirbte sich die Lésung; 
sie wurde filtriert und der Riickstand gut mit Alkohol nachgewaschen. Nach dem 
Abdestillieren des Alkohols wurde das Oxim durch Verdiinnen der Lésung mit 
viel Wasser ausgefallt und nach 12 Stdn. abfiltriert. Farblose Blattchen aus Metha- 
nol vom Schmp. 119°. Ausb. 8,5 g (83% d. Th.). 


C,gH,,0.N. Ber. N 5,4. Gef. N 5,5. 


a-Phenyl-f-[p-athoxyphenyl]-athylamin 


8 g Oxim wurden in 185 ccm Alkohol auf dem Wasserbade erwarmt. 370 g 
3,5-proz. Natriumamalgam wurden nach und nach zu der Lésung gegeben. 
Durch Zutropfenlassen von 50 ccm Eisessig im Laufe von 1'/, Stdn. wurde die 
Lésung stets schwach sauer gehalten. Das abgeschiedene Natriumacetat wurde 
dann durch Zugabe von heiBem Wasser in Lésung gebracht, das Quecksilber ab- 
getrennt und der Alkohol abdestilliert. Bei der Zugabe von Wasser fiel noch un- 
verandertes Oxim aus, das durch Ausithern der sauren Lésung vollstindig ent- 
fernt wurde. Die waBrige Lésung wurde dann mit konz. Ammoniak alkalisch ge- 
macht und das ausgeschiedene Amin mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische 
Lésung wurde iibér Atzkali getrocknet und eingeengt. Durch Zugabe einer Lésung 
von Chlorwasserstoff in absol. Ather wurde das Hydrochlorid ausgefallt. Zur Reini- 
gung wurde es in wenig absol. Alkohol gelist und mit absol. Ather abgeschieden. 
Schmp. 174—175° nach Sintern ab 170°. Ausb. 5 g (43% d. Th.). Das N-Acetyl- 
Derivat hat den Schmp. 152°. 


Spaltung in die optischen Antipoden: 


a) Mit d-Camphersulfonsaure. Aus 6 g des Hydrochlorids wurde das freie 
Amin hergestellt, in 20 ecm Methanol gelést und zu einer Losung von 5,2 g d- 
Camphersulfonsaure in 30 cem Methanol gegeben. Aus der filtrierten Lésung trat 
auch bei langerem Aufbewahren bei + 4° keine Kristallisation ein. Das Lésungs- 
mittel wurde daher weitgehend abdestilliert. Die lige, schwach gelbliche Lésung 
erstarrte bei 0° zu einer festen Masse, die abgesaugt wurde. Das Produkt (10 g) 
schmolz unscharf zwischen 110 bis 170°. Es wurde in wenig Athanol gelést und mit 
der 3-fachen Menge Ather versetzt. Nach 2 Tagen hatten sich im Eisschrank stern- 
formige Kristalle vom konstanten Schmp. 196° abgeschieden. Aus dem Filtrat 
schieden sich noch Kristalle von niedrigerem Schmp. ab, der durch mehrfaches 
Umkristallisieren aus Alkohol-Ather auf 196° gebracht werden konnte. Insgesamt 
wurden so 0,75 g des Produktes mit dem konstanten Sc hmp. 196° erhalten. Aus 
diesem Produkt wurde das Amin dargestellt und in das Hydrochlorid vom Schmp. 
237° iibergefiihrt. Eine 1-proz. Lésung des Hydrochlorides in Wasser zeigte im 1- 
Dezimeterrohr einen Drehwinkel von — 0,839°. [a }p : — 83,9°. 

b) Mit Cholestenonsulfonsaure: Cholestenonsulfonsiure wurde nach der 
Methode von Windaus und Kuhr® dargestellt. In die aus 1,67 g des Hydrochlorids 
gewonnene freie Base wurden unter Zusatz von wenig absol.Ather 2,7 g der fein 
gepulverten Saure eingetragen. Nach dem Abdunsten des Athers trat nach einem 
Tage Kristallisation ein. Die Kristalle wurden mit absol. Ather enigeeehinrant und 
abfiltriert (1,8 g vom Schmp. 205°). Aus dem Filtrat konnten nochmals 0,2 g er- 
halten werden. Nach 2-maligem Umkristallisieren aus Benzol-Petrolither wurden 
1,38 g vom konstanten Schmp. 210° erhalten. Das aus diesem Salz hergestellte 
Hydrochlorid zeigte den Schmp. 237° und gab mit dem mit Hilfe von d-Campher- 
sulfonsiure dargestellten keine Schmelzpunktdepression. [« ]p: — 83,7° (1-proz. 
waBrige Lésung). 
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Der Riickstand der atherischen Lésung, aus der das Produkt vom Schmp. 
210° abgetrennt war, kristallisierte nach 3 Tagen véllig durch. Das nach Anreiben 
mit Ather abgesaugte Produkt wurde aus Benzol-Petrolather umkristallisiert. Nach 
Abtrennung geringer Mengen héher schmelzender Produkte wurden nach 6-maligem 
Umkristallisieren 0,8 g eines Salzes vom konstanten Schmp. 157° erhalten. Das 
hieraus hergestellte Hydrochlorid zeigte den Schmp. 237° und gab mit dem zuvor 
beschriebenen Hydrochlorid vom gleichen Schmp. eine Depression des Schmp. 
bis auf 175°. Eine 1-proz. waBrige Lésung zeigte im Dezimeterrohr eine: Drehung 
von + 0,835°. [a ]p:-+ 83,5°. 


4’.n-Propoxy-stilbylamin 
Die Darstellung erfolgte analog. 4’-n-Propoxy-x-nitrostilben: Gelbe 
Nadeln vom Schmp. 71°. Oxim des 4’-n-Propoxy- desoxybenzoins: Farb- 
lose Blattchen vom Schmp. 105°. Hydrochlorid des 4’ -n-Propoxy-stilbyl- 
amins: Farblose Nadeln vom Schmp. 159—162°. N-Acetyl-Derivat, farblose 
Nadeln vom Schmp. 141°. 
4’-n-Butoxy-stilbylamin 


Die Darstellung erfolgte analog. 4’-n-Butoxy-«-nitrostilben: Gelbe 
Nadeln vom Schmp. 63°. Oxim des 4’ -n- Butoxy- desoxybenzoins: Farblose 
Blattchen vom Schmp. 88°. Hydrochlorid des 4’ -n-Butoxy-stilbylamins: 
Farblose Nadeln vom Schmp. 145—148°. N- Acetyl-Derivat: Farblose Nadeln 
vom Schmp. 130°. 


Zusammenfassung 

4’.-Methoxy-stilbylamin besitzt mit 4 y/ccm zellteilungshem- 
mende Wirkung an Fibroblasten. 4’-Athoxy-stilbylamin ist mit 
einer Grenzdosis von 0,4—0,5 y/ecm zehnmal stirker wirksam. Die 
Wirksamkeit fallt im 4'-n-Propoxy-stilbylamin mit 0,8 y/eem und 
im 4’-n-Butoxy-stilbylamin mit 1,8 y/ecm wieder ab. Von den 
optischen Antipoden des 4’-Athoxy-stilbylamins zeigt nur die (—)- 
drehende Komponente Wirksamkeit; die (+)-drehende Komponente 
ist, wenn iiberhaupt, mehr als hundertmal schwacher wirksam. 


Vergleich von Colchicin, Isocolchicin und Homologen 
auf ihre zellteilungshemmende Wirkung 


Von 
Hans Lettré und Hans Fernholz 
Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitit Heidelberg 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Januar 1952) 
1943 haben wir! iiber die Mitosegiftwirkung der Reaktionsprodukte 
berichtet, die durch Umsetzung von Colchicein mit Diazomethan, 


Diazoaithan und Homologen entstehen. Das Methylierungsprodukt besaB 
eine etwas geringere Wirkung als Colchicin, die Athyl-, Propyl- und 


1H. Lettré u. H. Fernholz, diese Z. 278, 175 [1943]. 
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Butyl-Derivate zeigten mit steigender Kettenlinge weiteren Abfall der 
Wirksamkeit. Die amorphen Reaktionsprodukte, die zumindest Ge- 
mische von zwei Isomeren darstellen, wurden von uns damals nicht 
zerlegt. Inzwischen hat Sorkin? aus dem Reaktionsprodukt von Col- 
chicein mit Diazomethan nach chromatographischer Trennung auBer 
Colchicin ein isomeres Produkt, Isocolchicin, kristallin erhalten. Wie 
Colchicin geht Isocolchicin bei der Hydrolyse mit verd. Mineralséuren 
wieder in Colchicein iiber. Nach der Windaus’schen Formulierung des 
Ringes C im Colchicin (I) muBte man diese beiden Stoffe als Stereoiso- 
mere ansehen. Nach der neuen Formulierung des Ringes C nach Dewar?® 
sind die beiden Stoffe strukturisomere Formen des Tropolonsystems, 
' wobei nach der Réntgenstrukturanalyse von King und Pepinsky‘ Ia 
die Formel des Colchicins darstellt, so da&8 dem Isocholchicin die Formel 
IIb zukiime. Es erschien nun von Interesse festzustellen, ob die Wirk- 


Cy,H,,0,N C,,H,,0,N C,,4H,,0,N 
ce YY OY 
\No ° aN WA 
: a \ ocH \or™ 
H—C—OCH, , 
(CH,O—) (—H) IIa IIb 
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samkeit des Isocolchicins als Mitosegift wesentlich geringer als die des 
Colchicins ist, so daB sich hieraus die friiher festgestellte geringere 
Wirkung des Gemisches deuten lieBe. 

Isocolchicin wurde nach der Methode von Sorkin? durch chro- 
matographische Trennung des Umsetzungsproduktes von Colchicein mit 
Diazomethan dargestellt. An in vitro geziichteten Fibroblasten wirkt 


Tab. 1. Wirkung der Stoffe an Fibroblasten. 



























. o% -Zahl : % -Zahl 
Stoff _ Dosis | der Stoff Dosis "de 
in y/ecm Mitosen in y/ecm Mitosen 
Colchicin 0,008 3,5 Tsocolchicin 0,44 4,0 
0,01 5,5 0,55 6,2 
0,016 16,0 0,7 ZA 
0,02 27,0 0,9 37,2 
" 0,04 54,6 i 57,5 
Athylcolchicein 0,04 5,2 Iso-aithyl- 6 3,2 
0,05 10,0 colchicein 9 6,6 
0,1 21,3 12 22,4 
0,15 . 54 18 50,1 
0,2 72,1 36 84 


2 M. Sorkin, Helv. chim. Acta 29, 246 [1946]. 

3 M.I.S. Dewar, Nature [London] 55, 50, 141 [1945]. 

4 M.V. King u. R. Pepinsky, Abstracts Meeting Amer. chem. Soc., April 
1951, 330. 
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Isocolchicin als Mitosegift, jedoch ist die Wirksamkeit gegeniiber dem 
Colchicin quantitativ vermindert. Erst mit Dosen von 0,4—0,5 y/ecm 
beginnt die Wirkung, wahrend fiir Colchicin die untere Grenze der 
Wirksamkeit bei 0,01 y/ecm liegt (vgl. Tab. 1). In dem friiher be- 
schriebenen Testverfahren mit dem Miuse-Ascites-Tumor® hat Colchicin 
mit einer taiglichen Dosis von 10 y (an 5 aufeinanderfolgenden Tagen 
gegeben) eine ausgeprigte Hemmwirkung auf die Entwicklung des 
Tumors und verlingert die Uberlebenszeit der Tiere. In Tab. 2 sind auch 


Tab. 2. Uberlebenszeiten von Mausen mit Ascites-Tumor nach der Impfung und 
der Injektion der Stoffe (Dosis in y/Tag an 5 Tagen i. p.). 








| Dosis Tage 

Monm@one . 1 wk — 10, 17, 20, 21, 21 
Lo. See ee ere 10 2, 34, 38, 47, 51 
Isocolohiem «. ww ww tt ls 50 5, 15, 18, 20, 21 
i 100 4, 15, 22, 23, 32 
Athyleolchicein. ......... 10 19, 22. 23. 25, 34 

20 15, 25,. 27, 37, 86 
NOUORONO §. 66 606 6 Se wee a — 6G, 7, 32,325 12 
Isoithyleolchicein . ....... 12 6. Hh. Mi 82 

36 6; 7, 8, 32, 36 








fiir Colchicin noch einmal Werte aus einem Vergleichsversuch mit Iso- 
colchicin angegeben. Isocolchicin zeigte in dem gleichen Testverfahren 
mit 50 y taglicher Dosis gar keine Wirkung. Mit einer taglichen Dosis 
von 100 y ergibt sich neben einer Hemmung der Tumorentwicklung auch 
teilweise eine Verlingerung der Lebenszeit der Tiere gegeniiber den 
Kontrollen. Das friiher! untersuchte Gemisch der Methylierungsprodukte 
zeigte mit 15 y taglicher Dosis eine Wirkung, die mit der von 10 y 
Colchicin zu vergleichen war. Diese geringere Wirkung ist also durch die 
Beimengung des nur schwach wirksamen Isocolchicins zu erkliren. An 
pflanzlichen Objekten fanden Steinegger und Levan‘ eine hundertmal 
geringere Wirksamkeit des Isocolchicins als des Colchicins. 

Wenn es allgemein gelten wiirde, daB die Abkémmlinge der Iso- 
Reihe eine geringere Wirkvng als die der Colchicin-Reihe besitzen, so 
kénnte die geringere Wirksamkeit bei den homologen Athern, die wir 
friiher beobachtet haben, entweder dadurch zu erklaren sein, daB diese 
Priparate iiberwiegend aus der Iso-Form bestanden oder aber dadurch, 
daB auch in der Colchicinreihe mit steigender Kettenlinge der Ather- 
gruppe die Wirksamkeit absinkt. 

1950 haben Santavy und Reichstein’ ein Iso-athylcolchi- 
cein beschrieben, das sie durch chromatographische Trennung des Reak- 
tionsproduktes aus Colchicein und Diazoathan erhielten. Das gleiche 
Produkt wurde von H. Fernholz schon 1947 durch direkte Kristalli- 
sation des Gemisches aus Benzol erhalten. Durch seinen hohen Schmp. 


-5-H, Lettré, diese Z. 268, 59 [1941]. 
6° E. Steinegger u. H. Levan, Hereditas 38, 385 [1947]. 
7 F. Santary u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 38, 1626 [1950]. 
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von 223—225° erscheint die Zuordnung zur Iso-Reihe begriindet (Col- 
chicin Schmp. 152—154°, Isocolchicin 225°), die von Santavy und 
Reichstein’ durch den Vergleich der Ultraviolettabsorptionsspektren 
weiter gestiitzt wurde. Dieses Produkt wurde schon 1949 auf seine Wirk- 
samkeit am Miause-Ascites-Tumor gepriift®, wobei es mit 12 und 36 y als 
taglicher Dosis keine tumorhemmende Wirkung zeigte. Fiir die friiher 
von uns! gefundene Wirksamkeit des Gemisches mit 30 y/ecm kann 
dieser Stoff also nicht in Betracht kommen. Auch an Fibroblasten in 
vitro zeigte dieser Stoff eine quantitativ sehr herabgesetzte Wirksamkeit. 
Erst mit Dosen um 9 y/ccm beginnt eine deutliche Mitosehemmung 
(s. Tab. 1), die in ihrem morphologischen Bild mit der des Colchicins 
iibereinstimmt. Das Produkt ist also nahezu 1000-mal schwiacher wirksam 
als Colchicin. 

Es ist nun gelungen, aus den von Santavy und Reichstein‘ 
beschriebenen amorphen Fraktionen, aus denen das Iso-athylcolchicein 
abgetrennt ist, das Homologe des Colchicins zu isolieren. Aus Essigester- 
Ather wurden Kristalle erhalten, die das Liésungsmittel sehr festhalten 
und zunachst iiber ein Intervall von 90—134° schmelzen. Nach mehr- 
fachem Umkristallisieren aus Essigester und scharfem Trocknen wurde 
der Schmp. 144° erreicht. Durch Hydrolyse mit verd. Mineralsdiuren geht 
der Stoff in Colchicein iiber. Dieses Isomere des Iso-athylcolchiceins 
(C.3H,0,N, ber. N 3,39, gef. N 3,51) ist also das Homologe des Colchicins. 
Es erscheint zweckmaBig, die sich von der dem Colchicin entsprechenden 
Form (IIa) ableitenden Derivate ohne ein Praefix zu bezeichnen; die 
Verbindung ware also Athyl-colchicein zu nennen. 

Das Athyleolchicein besitzt eine ausgepragte Wirksamkeit als 
Mitosegift, wenn diese auch relativ zum Colchicin vermindert ist. An 
Fibroblasten beginnt seine Wirksamkeit mit 0,04—0,05 y/ccem (s. Tab. 1), 
es ist also 4—5-mal schwiacher wirksam als Colchicin. Am Miause-Ascites- 
Tumor zeigt es in tiglicher Dosis von je 10 y (an 5 aufeinanderfolgenden 
Tagen) eine Hemmung der Tumorentwicklung und eine Verlingerung 
der Uberlebenszeit der Mause auf durchschnittlich 24,6 Tage statt 
17,8 Tage der Kontrolltiere; mit 20 tiaglicher Dosis entspricht seine 
Wirkung der von 10 y Colchicin (s. Tab. 2). 

In Ubereinstimmung mit unseren friiheren Befunden an den Ge- 
mischen der Alkylierungsprodukte des Colchiceins zeigt es sich, daB auch 
bei den reinen Isomeren mit steigender Kettenlinge in der Enolather- 
gruppe im Ring C ein Abfall der Wirksamkeit verkniipft ist. Auf eine 
Trennung der héheren Homologen, die als Gemisch eine wesentlich ge- 
ringere Wirksamkeit besitzen, haben wir daher verzichtet. 

Frau Dr. R. Lettré und Frau Dr. Ch. Pflanz danken wir fiir ihre Hilfe bei 
der Austestung der Verbindungen an den Gewebekulturen. Der Firma E. Merck- 
Darmstadt danken wir fiir die freundliche Uberlassung von Colchicin. Der Stif- 
tung fiir Krebs- und Scharlachforschung an der Universitat Heidelberg 
danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


8 H. Lettré, Z. Krebsforschg. 57, 1 [1950]. 
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Zusammenfassung 


An in vitro geziichteten Fibroblasten ist das Isocolchicin 50-mal, 
das Iso-aithylcolchicein nahezu 1000-mal schwiacher wirksam als 
Colchicin. Es gelang, das Homologe des Colchicins, das Athylcolchi- 
cein, kristallin darzustellen; es ist 4—5-mal schwacher wirksam als 
Colchicin. Die Abstufungen der Wirksamkeit am Mause-Ascites-Tumor 
liegen in der gleichen Richtung. 


Nucleoprotamin 
Ill. Mitteilung 
Von 
K. Felix, H. Fischer und A. Krekels 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Januar 1952) 


Professor Kutscher stellte uns liebenswiirdigerweise verschiedene 
Praparate von getrockneten Spermatozoenképfen aus der Sammlung 
des Heidelberger Institutes zur Verfiigung!, die vor etwas mehr als 
30 Jahren von Albrecht Kossel dargestellt worden waren. Zwei der- 
selben, eines von Lachsspermatozoen und das andere von Stérsperma- 
tozoen, lieBen sich gut mit 10-proz. Kochsalzlésung extrahieren, und 
wenn dieser Extrakt in viel destilliertes Wasser eingegossen wurde, 
schied sich eine ganz ahnliche Kernfasermasse aus, wie wir sie schon 
aus den Spermatozoen verschiedener Forellenarten und aus getrock- 
neten Képfen der Heringsspermatozoen erhalten haben®. Auch in diesen 
neuen Kernfasermassen sind die Reaktionen auf Tyrosin, Tryptophan 
und Cystin negativ. Sie bestehen nur aus Nucleoprotamin, wie aus dem 
Gehalt an Stickstoff, Phosphor und Arginin hervorgeht. 


Analyse der Nucleoprotamine 




















| x 2 N/P Arginin | p/Arginin 
/0 /0 /0 

Lachs . .| 20,25 5,39 3,57 28,90 1:0,96 

Stor . 19,72 5,47 3.60 23,51 1:0,76 


Die Werte sind von der gleichen GroBenordnung wie bei den Nucleo- 
protaminen der Forellenarten und des Herings. Das Verhaltnis von 


1 Wir méchten ihm auch an dieser Stelle dafiir danken. 
2 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]; 


289, 10 [1951]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 9 
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Phosphor zu Arginin ist beim Lachsnucleoprotamin wieder annahernd 
wie 1:1, weicht aber beim Stérnucleoprotamin davon etwas weiter ab, 
was dadurch zu erklaren ist, daB das Sturin weniger Arginin und daneben 
noch Lysin und Histidin enthalt und ein Teil der Phosphorsiaurereste 
der Nucleinséiure durch die beiden anderen Hexonbasen neutralisiert 
wird. 

Wenn wir die bisher vorliegenden Werte fiir das Verhaltnis Phosphor 
zu Arginin vergleichen, so fallt auf, daB nie genau der Wert 1:1 erreicht 
wird, sondern da8B in den Nucleoprotaminen, die nur Arginin als Base 
enthalten, stets etwas weniger als ein Mol. Arginin auf einen Phosphor- 
sdurerest trifft. Ein kleiner Teil der Saiurereste ist vielleicht durch die 
Amino- bzw. Iminogruppen an den Enden der Peptidketten neutralisiert. 
Oder es kann sein, daB sie iiberhaupt frei sind, weil ihnen gerade keine 
basische Gruppe gegeniibersteht, was nach der Anordnung der Arginin- 
reste in den Peptidketten des Clupeins auch zu erwarten ist. Auf Grund 
der bisherigen Ergebnisse* vermuten wir, daB in der Regel Gruppen 
aus vier Argininresten mit solchen aus zwei Monoaminoséuren abwech- 
seln, am Aminoende bei den meisten Ketten ein Prolinrest und am 
Carboxylende Arginyl-arginin steht: Prol.(Arg.Arg.Arg.Arg. M. M.), 
Arg.Arg. ~- 

Aus den Nucleoprotaminen wurden in der friiher beschriebenen 
Weise die Nucleinséiuren und Protamine dargestellt. Beide Nuclein- 
sduren sind ausschlieBlich Desoxyribonucleinsauren. 


Analyse der Desoxyribonucleinsauren 














N P y 
: o/ | oO N/P 
/O oO 
Lachs 14,29 8,47 1,69 
ae 14,75 8,18 1,80 


Die Protamine wurden als Hydrochloride isoliert und auf Stickstoff 
und Arginin analysiert. AuBerdem wurden die Aminosdéuren papier- 
chromatographisch ermittelt, durch Mischchromatogramme identifiziert 
und aus GréBe und Intensitaét der Ninhydrinflecke ihr molekulares Ver- 
haltnis geschatzt. 


Analyse der Protaminhydrochloride 











| N Arginin 
oO 0/ 
Oo /O 
Salminhydrochlorid .... . 24,34 70,30 
Sturinhydrochlorid .... . 23,05 48,22 





3 K, Felix u. A. Mager, diese Z. 249, 111 [1937]. K. Felix, H. Fischer, 
A. Krekels, R. Mohr, H. M. Raven u. G. Zimmer, Hauptversammlg. d. 
Gesellsch. Deutscher Chemiker 1950. 
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Aminosauren der beiden Protamine 
Ungefahres molekulares Verhaltnis 




















Salmin- Sturin- 
hydrochlorid | hydrochlorid 

PRETO, oie OAS yh eS EPs 55 35 
RMIT Sg wo Gael es : — 7 
MMM ee 6 ss se) gs Gee. ss —- 9 
Giywowol . 2... we ws 3 2 
MMMM Scat x am Ges 2 5 
Serin ae : 5 3 
Threonin ee — l 
Wee ee a ew 4 — 
WS Sw ee ee ies 5 

rr 2 
Glutaminsiure ....... — | 


Das Salmin enthalt nach unseren Analysen die gleichen Amino- 
siuren, wie die Protamine der Bachforelle und des Bachsaiblings, nur 
in anderen Mengenverhiltnissen?. Block und Mitarbeiter* fanden in 
ihrem Salminpraparat noch Isoleucin. Wir konnten es aber nicht nach- 
weisen, selbst dann nicht, wenn wir eine groBere Menge Hydrolysat auf 


das Papier aufsetzten. 


Beschreibung der Versuche 


Wir haben das getrocknete Lachs- und Stérsperma in 10-proz. Kochsalzlosung 
suspendiert, 12 Stdn. unter Kihlung geriihrt, anschlieBend zentrifugiert und die 
Extraktion wiederholt. Die vereinigten Extrakte wurden in das 9-fache Vol. Wasser 
eingegossen, wobei ein fadiges Produkt ausfiel, das mit Wasser bis zur Salzfreiheit 
gewaschen, durch Alkohol-Ather und dann im Hochvakuum bei 100° iiber P,O, 


getrocknet wurde. 


Lachs Stor 
Ausgangsmaterial 10 g 25 g 
Ausbeute 5,5 g 13,5 g 
Analysen der Kernfasermassen 
Lachs Stor 
N: 
EKinwaage in mg 13,1 8,3 17:2 7,8 
n/20-H,SO, in cem 3,76 2,42 4,84 2,2 
gef. N in mg 2,63 1,69 3,38 1,54 
Nin% 20,09 20,41 19,70 19,74 
Mittel 20,25% 19,72% 
P: 
Einwaage in mg 10,8 12,5 11,8 12,2 
Extinktion 0,464 0,577 0,534 0,548 
gef. P in mg 0,560 0,700 0,650 0,665 
P in % 5,19 5,60 5,50 5,45 
Mittel 5,39% 547% 
N/P: 3,57 3,60 


4 R. J. Block, D. Bolling, H. Gershon u. H. A. Sober, Proc. Soc. exp. 


Biol. Med. 70, 494 [1949]. 
g* 
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Arginin: 


P/Arginin: 
Diese Nucleoprotamine wurden, wie friiher beschrieben, in Nucleinsiuren und 
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Einwaage in mg 58,3 74,1 
Flavianat in mg 47,2 48,8 
Arginin in mg 16,85 17,42 
Arginin in % 28,90 23,51 
1:0,96 1:0,76 


Protamine zerlegt. 


Arginin: 


Je 5 mg der Protaminhydrochloride von Lachs und Stér wurden mit 3 ccm 
20-proz. Salzsiure 36 Stdn. in zugeschmolzener Ampulle bei 110° hydrolysiert. 
Der von Salzsiure weitgehend befreite Riickstand wurde in jeweils 0,5 cem Wasser 
gelést und in verschiedenen Konzentrationen Papierchromatogramme auf Schleicher 
& Schiill-Papier Nr. 2043b angefertigt. Erste Dimension: Butanol/Eisessig; zweite 
Dimension: Phenol/NH,. Dabei wurden die im allgemeinen Teil aufgefiihrten 


Analysen der Desoxyribonucleinsauren 


Lachs Stor 
Einwaage in mg 12,9 12,1 12,9 13,1 
n/20-H,SO, in cem 2,64 2,46 2,72 2,76 
gef. N in mg 1,848 1,722 1,904 1,932 
Nin% 14,32 14,27 14,76 14,75 
Mittel 14,29% - 14,75% 
Einwaage in mg 10,4 11,9 10,1 8,8 
Extinktion 0,721 0,808 0,686 0,579 
gef. P in mg 0,890 =1,0 0,845 0,705 
Pin% 8,55 8,40 8,36 8,01 
Mittel . 8,47% 8,18% 

1,69 1,80 


Analysen der Protaminhydrochloride 


Lachs Stor 
Einwaage in mg 4,0 15,4 9,1 6,7 
n/20-H,SO, in ccm 1,38 5,40 2,98 2,22 
gef. N in mg 0,966 3,78 2,086 1,554 
Nin % 24,15 24,54 22,92 23,19 
Mittel 24,34% 23,05% 
Einwaage in mg 36,1 49,9 
Flavianat in mg 71,1 67,4 
Arginin in mg 25,38 24,06 
Arginin in % 70,30 48,22 


Aminosaurezusammensetzung 


Aminosauren ermittelt. 


Berichtigung 

In der II. Mitteilung (Bd. 289, S. 10) ist in der Tab. auf S. 11 ,,Arg‘* durch 
»N/P“ zu ersetzen, auf S. 13 unter ,,Kernfasermasse‘‘ bei der P-Analyse der 
Bachforelle ,,%‘ hinter 5,1 zu streichen, auf S. 16 und 17 oben jeweils nach 
,.bezogen auf 10 mg N“ vor P ,,y“ einzufiigen, auf S. 17 fiir das Mittel der 
N-Analyse der Cytoplasmafraktion ,,10,93‘* durch ,,10,39° zu ersetzen. 
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Zusammenfassung 


Aus alten getrockneten Spermatozoenképfen von Lachs und Stor 
wurden die Nucleoprotamine dargestellt und analysiert, dann in Prota- 
mine und Nucleinsauren zerlegt und auch diese analysiert. Im Nucleo- 
salmin verhalten sich Phosphor zu Arginin wieder annahernd wie 1:1; 
im Nucleosturin wird die Phosphorsaéure nicht nur durch Arginin, 
sondern auch durch die anderen Hexonbasen abgesattigt. 


Acetylcholin im Saugetierblut 
Von 
P. Marquardt und H.-H. Hirsch 


Aus der Abteilung fiir experimentelle Therapie der Medizinischen Fakultaét der Universitat Freiburg 
Leiter: Dozent Dr. Peter Marquardt 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, November 1951) 


Seit den klassischen Arbeiten Dales und Loewis steht das Acetyl- 
cholin nunmehr schon Jahrzehnte im Mittelpunkt physiologischer und 
pharmakologischer Betrachtungen. Daher erregte es besonderes Inter- 
esse, als Kapfhammer und Bischoff! mitteilten, daB im Blut der 
Saéuger Acetylcholin (AC) regelmaBig enthalten sei, allerdings nicht in 
freier Form, sondern pharmakologisch unwirksam, sozusagen ,,maskiert“‘. 
Dies ,,maskierte‘‘ AC laBt sich nach dem Verfahren Kapfhammers 
in die ,,freie“‘, also pharmakodynamisch aktive Form iiberfiihren und 
biologisch sowie chemisch nachweisen. Hierzu fallte er in einem ent- 
eiweiBten Blutextrakt das AC mit Reineckeséure und erhielt nach 
sorgfaltiger Reinigung des Rohkristallisates ein charakteristisch kristalli- 
sierendes, in Wasser und Alkohol schwer lésliches Reineckesalz (des AC) 
mit einem scharfen Schmelzpunkt. Das Ergebnis sicherte er durch 
Uberfiihrung des AC aus der mit Silbersulfat zersetzten Reinecke- 
verbindung in das Goldsalz des AC. Auf diese Weise fand er im Blut 
einen AC-Gehalt, wechselnd zwischen 20 und 30 mg pro Liter. Zur Her- 
stellung der Extrakte, aus denen die Fallung gewonnen wurde, schlug 
er zwei Wege ein. 


1. Frisches Rinderblut vom Stich wurde mit Metaphosphorséure (MPS), 
Trichloressigsiure oder Sulfosalicylsiure enteiweiBt, das Filtrat im Vakuum 
konzentriert und mit Natriumbicarbonat neutralisiert. Darauf wurden Cholin 
und Acetylcholin mit Reineckesaéure ausgefallt. ¥ 

2. Frisches, kérperwarmes Blut wurde mit dem 3—5-fachen Vol. Athyl- 
alkohol enteiweiBt. Dem Athanol wurde vorher eine kleine Menge Oxalsaure, 
Trichloressigsaure oder Metaphosphorséure zugesetzt. Vom ausgefallenen EiweiB 


1 J. Kapfhammer u. K. Bischof, diese Z. 191, 179 [1930]; 199, 135 
[1931]; 200, 153 [1931]. 
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wurde abgetrennt und die alkoholische Lésung im Vakuum eingeengt. EiweiB- 
reste wurden danach durch weiteres Hinzufiigen von Trichloressigsdure ausgefallt 
und die iiberschiissige Trichloressigsiure mit Ather entfernt. In der mit Natrium- 
bicarbonat neutralisierten Lésung wurden Cholin und AC mit Reineckesiure 
gefallt. Priifung solcher Extrakte oder der davon gewonnenen gereinigten und 
ungereinigten Reineckate (Reineckesaiure fallt u.a. auch Adenosintriphosphor- 
siure) ergaben iibereinstimmende Resultate, die in ihrem pharmakologischen 
Ablauf von der bekannten AC-Wirkung, vorziiglich am Blutegelmuskel, nicht 
unterschieden werden konnten. 

Der iiberraschende und wichtige Befund des Freisetzens von ,,mas- 
kiertem“’ AC aus normalem Blut, fand groBes Interesse und wurde von 
verschiedenen Seiten nachgepriift. Vor allen Dingen Dale und Dudley? 
sowie Wrede und Keil? bedienten sich der Methode, konnten aber die 
Ergebnisse Kapfhammers nicht reproduzieren. Zu gleichen negativen 
Ergebnissen gelangten Kahlson*, Chang und Gaddum’, Goll- 
witzer-Meier®, Ettinger und Hall’, Loach* und Ammon’. Be- 
statigt wurden die Angaben Kapfhammers von Vogelfanger?® und 
von Kahane und Levy", deren etwas abweichendes Verfahren AC- 
Werte bis zu 15 mg// Blut ergibt, die in ihrer GréBenordnung an die 
von Kapfhammer gefundenen Mengen heranreichen. 

Da uns diesé Fragen noch nicht geniigend geklart schienen, haben 
wir im folgenden versucht, von den Arbeiten Kapfhammers ausgehend, 
das Vorkommen des AC im Blut zu sichern und dariiber hinaus ex- 
perimentelle Unterlagen iiber Art und Ort seiner Bindung im Blut zu 
gewinnen. 


I. Pharmakologische Untersuchungen 
an Blutextrakten und den daraus gewonnenen Reineckaten 
im Vergleich zu Acetylcholin 


Wir hatten zuerst festzustellen, ob das Verfahren nach Kapfham- 
mer iiberhaupt geeignet ist, AC zu erfassen. Als Ausgangsmaterial be- 
nutzten wir zunachst kein Vollblut, sondern Plasma vom Rind, das wir 
unter Heparinzusatz aus Blut gewannen. (Wir iiberzeugten uns davon, 
daB unserem Heparin [ Vitrum] in dieser Konzentration ein AC-ahnlicher 


2H. Dale u. H.W. Dudley, diese Z. 198, 95 [1931]; H.W. Dudley, ° 


J. Physiology 79, 249 [1933]. 

°F. Wrede u. W. Keil, diese Z. 198, 85 [1931]. 

4 G.Kahlson u. R. Rémer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 175, 223 [1934]. ; 

5 H.C. Chang u. J.H.Gaddum, J. Physiology 79, 255 [1933]. 

6 K. Gollwitzer-Meier, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 174, 456 [1934]. 

7 G.H. Ettinger u. Hall, J. Physiology 82, 38 [1934]. 

8 J. W. V. Loach, J. Physiology 82, 118 [1934]. 

® R. Ammon, Klin. Wschr. 41, 1472 [1934]; 42, 453, 118, 792 [1935]; Z. exp. 
Med. 109, 688 [1941]; Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 175, 
198 [1934]. 

10 J, Vogelfanger, diese Z. 214, 109 [1932]. 
1 E. Kahane u. J. Levy, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 202, 1210 [1936]. 
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Eigeneffekt nicht zukommt.) Eine bestimmte Menge dieses Plasmas 
wurde mit dem gleich groBen Quantum 10-proz. MPS versetzt, filtriert 
und im Vakuum bei 40° auf das urspriingliche Plasmavolumen ein- 
geengt. Der stark saure Extrakt zeigte eine deutliche, fliichtige Blut- 
drucksenkung an der Katze, wie man sie bei i. v. Gabe von starken 
Sauren fast regelmaéBig sehen kann* (vgl. Abb. 1, Nr. 4 mit 10). 





Abb. 1. Katze weiblich, 1,15 kg. Narkose: Chloralose-Urethan 7 ccm. 
1. 0,5 ml Rinderserum und NaCl 0,9% 1:1 eingeengt auf Serumausgangsvolumen. — 
2. 0,5 ml NaCl 0,9-proz. — 3. 0,5 ml NaCl 0,9-proz. — 4. 0,5 ml Serum unverandert. 
— 5. 0,3 ml AC 1 x 10-*. — 6. 0,5 ml NaCl. — 7. 0,3 ml Serum und 10-proz. MPS, 
5:3 gefallt, eingeengt auf Serumausgangsvolumen 1:1 NaCl verdiinnt. — 8. 0,5 ml 
unverdiinnt dasselbe. — 9. 0,5 ml NaCl. — 10. 0,5 ml Serum und 10-proz. MPS 
1:1 gefallt, eingeengt auf Serumausgangsvolumen. 





Wenn wir unmittelbar vor der EnteiweiBung dem Plasma 5—10 y 
AC pro ml zusetzten, konnten wir eine Verstarkung der depressorischen 
Wirkung etwa um den Betrag, der der Menge des zugesetzten AC ent- 
sprach, beobachten. Wartete man nach dem ‘Zusatz des AC mit der Ent- 
eiweiBung, so verringerte sich die Blutdruckwirkung in Abhangigkeit 
von der verstrichenen Zeit, bis endlich nach ca. 15—30 Min. nur noch 
die Wirkung vorhanden war, die der Plasmaaufarbeitung unter Saure- 
zusatz selbst entsprach (Abb. 2). Versetzte man mit derselben Menge AC 
und enteiweiBte nicht, so nahm die Wirkung des zugesetzten AC eben- 
falls nach und nach ab und war ebenfalls nach 15—30 Min. je nach 
Plasma voéllig verschwunden und konnte auch durch EnteiweiBen nicht 
wiedergefunden werden (Abb. 3). Wir schlossen aus diesem Ergebnis, 
daB die auch im Rinderplasma in wechselnder und sehr geringer Menge 
vorhandene Esterase zugesetztes AC zerstért, solange nicht mit MPS 


* Wir haben grundsiatzlich simtliche Testungen und Standardisierungen 
am Katzenblutdruck durchgefiihrt. Praparate wie der isolierte Darm .wurden 
von uns nur gelegentlich zur Kontrolle und weiteren Sicherung einiger am Blut- 
druck gewonnener Ergebnisse herangezogen. Wir sind der Ansicht, daB der 
Katzenblutdruck weitaus feinere Unterscheidungen (z. B. Differenzierung zwischen 
einzelnen Sauren siehe spaiter auf Abb. 4) erlaubt, als die Anordnungen an isolierten 
Organen. Weiter haben wir, wenn dies auch aus auBeren Griinden nicht immer 
abgebildet ist, stets am Anfang und am Ende des Versuches gegen AC verglichen. 
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enteiweiBt wird. Also schiitzt die EnteiweiBung mit MPS vor einer 
Zerstérung. Wenn schnell neutralisiert wird, wird das AC durch diesen 
Saurezusatz auch nicht hydrolysiert, und die GréBenordnung, in der AC 
nach Kapfhammer vorliegt, kann folglich mit geniigender Genauig- 
keit erfaBt werden. 





Abb. 2. Katze mannlich 2,6 kg. Narkose: Chloralose-Urethan 9 ccm. Serum mit 
10 y AC pro ml versetzt und in bestimmten Zeitabstanden enteiweiBt. 


1. 1,0 ml NaCl 0,9%. — 2. 0,1 ml Serum, nach | Min. enteiweiBt mit gleichen 
‘eilen MPS. — 3. wie 1. — 4. 0,1 ml wie 2, nach 2 Min. enteiweiBt mit gleichen 
Teilen MPS. — 5. wie 1. — 6. 0,1 ml wie 2, nach 3 Min. enteiweiBt mit gleichen 
Teilen MPS. — 7. wie 1. — 8. 0,1 ml wie 2, nach 4 Min. enteiweiBt mit gleichen 
Teilen MPS. — 9. wie L, — 10. 0,1 ml wie 2, nach 5 Min. enteiweiBt mit gleichen 
Teilen MPS. — 11. wie 1. — 12. 0,1 ml wie 2, nach 10 Min. enteiweiBt mit gleichen 
Teilen MPS. — 13. 0,4 ml wie 2, nach 10 Min. enteiwei&t mit gleichen Teilen MPS. — 
14. wie 1. — 15. 0,2 ml wie 2, nach 15 Min. enteiweiBt mit gleichen Teilen MPS. — 
16. wie 1. — 17. 1,0 ml wie 2, nach 15 Min. enteiweiBt mit gleichen Teilen MPS. 





Abb. 3. Katze weiblich (1,15 kg). Narkose: Urethan-Chloralose 7 cem i. v. 
Serum mit 10 y AC pro ml versetzt. Nicht enteiweiBt. 


1. 0,5 ml Serum nach 5 Minuten. — 2. 0,5 ml dasselbe nach 8 Minuten. — 3. 0,5 ml 
dasselbe nach 10 Minuten. — 4. 0,5 ml dasselbe nach 12 Minuten. — 5. 0,5 ml 
NaCl 0,9%. 


Welche Saure hier verwendet wird, ist im Prinzip gleichgiiltig. Wir unter- 
suchten mit gleichem Enderfolg noch Oxalsaure, Salzsiure, Trichloressigsaure. 
Von Oxal- und Trichloressigsiure sind bereits geringe Mengen, i.v. gespritzt, am 
Praparat auBerst toxisch, wahrend wir bei der MPS lediglich zu neutralisieren 
brauchen, um eine ernste Schaidigung des Versuchstieres zu verhiiten. Weiter 
wird der Arbeitsgang mit Trichloressigsiure durch griindliches Auséthern und 
anschlieBende Entfernung des Athers wesentlich umstandlicher. SchlieBlich 
wollten wir noch einer Diskussion iiber eine ,,mégliche Synthese‘‘ von AC oder 
Trichlor-AC durch Anwesenheit von Trichloracetat oder Acetat-Ionen jegliche 
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Grundlage entziehen und haben deshalb sowohl Trichloressigsaure als auch Essig- 
siure oder andere Acetatverbindungen bei der Préparation der wirksamen Sub- 
stanz vermieden. Die Bildung eines Cholin-metaphosphorsaureesters halten wir 
bei unseren Arbeitsbedingungen fiir ausgeschlossen. 

Die bereits erwaihnte ,,Séurewirkung“ auf den Blutdruck, welche 
nach Neutralisation verschwand, verglichen wir mit derjenigen reiner 





Abb. 4a. Katze weiblich 3,2 kg. Chloralose-Urethannarkose. 
1. 1,0 ml Oxalatserum versetzt mit 2-n. HCl (1:1). — 2. 1,0 ml Oxalatserum ver- 
setzt mit 10-proz. MPS (1:1). — 3. 1,0 ml Oxalatserum versetzt mit 5-proz. Bern- 
steinsaure (1:1). — 4. 1,0 ml 1-n.HCl. — 5. 1,0 ml 5-proz. MPS. — 6. 1,0 ml 2,5-proz. 
Bernsteinsaure. 





Abb. 4b. Abb. 4c. 
Abb. 4b. 7. 0,2 ml 1x10-® AC, Atropinisierung. 


Abb. 4c. 8. 0,5 ml AC 1x 10-8. — 9. 1,0 ml 2,5-proz. Bernsteinsiure. —- 10. 1,0 ml 
5-proz. MPS. — 11. 1,0 ml 1l-n. HCl (Exitus). 


Sauren in denselben Konzentrationen, wie sie in den Extrakten vor- 
lagen und konnten beziiglich der Starke der Wirkungen eine deutliche 
pu-Abhangigkeit feststellen. AuBer der MPS untersuchten wir in dieser 
Weise Bernsteinséure und Salzsiure. In Fallen, in denen ein py von 
5 und darunter vorlag, erhielten wir eine deutliche, fliichtige Blutdruck- 
senkung vom Typ der AC-Wirkung. Diese Senkung wurde aber im 
Gegensatz zur Wirkung des AC durch Atropin nicht aufgehoben. 


DaB starke Séuren blutdrucksenkend wirken kénnen, ist bekannt, 
und daB hier kleinere Unterschiede zwischen den einzelnen Sauren be- 
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stehen, ebenso wie bei den Laugen!?, ist selbstverstandlich. Da das erste 
Aufarbeitungsverfahren nach Kapfhammer mit groBen Sauremengen 
arbeitet, entsteht nach der Neutralisierung ein sehr stark salzhaltiger 
Extrakt, dessen Aufarbeitung zu einer injektionsfahigen Lésung nur 
unter sehr starker WirkungseinbuBe méglich war. Es ergibt sich aus 
den oben beschriebenen Experimenten, dafi das Verfahren der Ent- 
eiweiBung mit MPS und nachtriglicher Neutralisation pharmakologisch 
depressorische Wirkungen in der GroBenordnung der von Kapfhammer 
gefundenen Werte erfaBt. Im biologischen Test ist die Fehlerméglich- 
keit bei diesem Vorgehen durch eine Uberlagerung mit der ,,Saure- 
wirkung‘‘ bzw. auch durch den hohen Salzgehalt nach unserer Ansicht 
erheblich, so daB uns dieses Vorgehen nicht zweckmaBig erschien. 


Wir beschaftigten uns deshalb mit der bereits erwihnten zweiten 
Anordnung nach Kapfhammer. So fanden wir am Blutdruck nach 
Ausschaltung der hier sehr geringen Séiurewirkung bei Verwendung von 
Vollblut einen atropinisierbaren Effekt, der auf freigesetztes AC be- 
zogen werden kénnte. 

Zunaichst untersuchten wir, ob der Zusatz der 3-fachen oder der 
4-fachen Menge Alkohol zum Blut das Endergebnis beeinfluBt. Es ergab 
sich, da8 die Blutdruckwirkung durch Variationen der Alkoholmenge 
in diesen Grenzen nicht beeinfluBt wird, doch fallt das EiweiB bei Zusatz 
von 4 Tin. absol. Alkohol besser aus. Daher haben wir dies Verhaltnis 
bevorzugt angewandt. Bevor wir das kérperwarme Blut in den Alkohol 
hineinlaufen lieBen, fiigten wir 40 ml 10-proz. MPS/I hinzu. 

Die nach Entfernen des ausgefallenen Proteins erhaltene alkoho- 
lische Lésung engten wir im Vakuum bei 40° von | / auf etwa 50—100 ml 
pro / Blut ein. Der Extrakt war dann alkoholfrei, triibe und tiefbraun. 
Wir verglichen gegen AC am Blutdruck der Katze und fanden je nach- 
dem eine Wirksamkeit von 10—40 y AC// Blut (Abb. 5, Nr. 2). Der Ex- 
trakt reagierte lackmussauer (etwa py 6). Eine Siurewirkung konnten 
wir bei Vergleichsinjektionen mit entsprechend niedrigerer Konzentration 
von MPS in diesem Bereich nicht feststellen (Abb. 5, Nr. 4). An der 
atropinisierten Katze ist die Wirkung bis auf einen Rest aufgehoben 
(vgl. Abb. 5, Nr. 8, mit Nr. 9). Diese ,,Restwirkung‘’ wurde von uns 
nicht identifiziert. Kochen beeinfluBt diese ,,Restwirkung’ kaum. 
Antihistaminica (Soventol) heben die ,,Restwirkung“ nicht eindeu- 
tig auf. 

Neutralisieren verandert die AC-Wirkungsstirke der Extrakte nicht. 
Im schwach’sauren Bereich (py 6) sind sie im Gegensatz zu waBrigen 
AC-Lésungen mehr als 10 Stdn. kochbestindig. Auf diesen Unterschied 
und die, wie uns scheint, prinzipielle Bedeutung fiir theoretische Be- 
trachtungen werden wir noch zuriickzukommen haben. 


12 G. Hildebrand u. P. Marquardt, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. 
Pathol. Pharmakol. 210, 444 [1950]. 
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Abb. 5a. Katze mannlich. Chloralose-Urethan-Narkose. 


Abb. 5a. 

1. 0,1 ml AC 1x 10-8, — 2. 0,5 ml MPS Alkoholextrakt py 6,7 (Gesamtmenge 
100 ml). — 3. 0,1 ml AC 1x 10-8. — 4, 0,25 ml Kontroll-Aufarbeitung zu Nr. 2 
(MPS ohne Blut!). 

(Bei jedem Strich eine Kochsalzinjektion). 





Abb. 5b. 


6. 0,25 ml Alkoholblutextrakt ohne Saéure. — 7. 0,5 ml Kontrollaufarbeitung zu 2; 
Alkohol, NaCl 0,9°% (ohne Blut u. ohne Saure). — 8. 0,5 ml MPS-Alkoholextrakt 
wie in 2, nur neutralisiert. 





Abb. 5c. Atropinisierung. 


9. 0,5 ml MPS Alkoholextrakt wie in 2 (pq 6,7). — 10. 0,3 mi AC 1x 10-*, — 
11. 0,5 ml MPS Alkoholextrakt neutralisiert. — 12. 0,5 ml dasselbe, 5 Min. gekocht. 


Das zweite Verfahren nach Kapfhammer gibt uns also die Méglich- 
keit, den AC ahnlichen blutdruckwirksamen Faktor naher zu unter- 
suchen und die GréBenordnung seines Vorliegens festzulegen. 
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Wir konnten hierbei die Erfahrung Kapfhammers bestatigen, 
daB ohne Séurezusatz zum Alkohol der resultierende Blutextrakt im 
Vakuum eine py-Verschiebung ins Alkalische erleidet und dadurch er- 
heblich an Wirkung einbiiBt, ja sogar meist vollkommen wirkungslos 
wird (s. Abb. 5, Nr. 6 und 7). 

Die Wirkungsstiarke solcher Aufarbeitungen mit Saure ist gegen AC 
standardisierbar. Wir fanden den acetylcholinihnlichen Faktor regel- 
maBig im Vollblut von iiber 30 Rindern. 

Um den Trager der AC-artigen Wirkung weiter identifizieren zu 
k6onnen, muBten groBere Blutmengen aufgearbeitet werden. Dabei gingen 
wir zunachst wie folgt vor: 


51 Rinderblut wurden direkt vom Stich in einen 25-l-Ballon, enthaltend 
201 absol. Methyl- oder Athylalkohol, der 200 ml 10-proz. MPS enthielt, unter 
Umriihren hineingegeben. (Wir arbeiteten meist mit Athylalkohol, aber Ver- 
gleichsanfarbeitungen mit Methonol hatten dieselben Ergébnisse.) Das aus- 
gefallene EiweiB wurde im Laufe des Tages abgesaugt und die Lésung nochmals 
filtriert. Dies Filtrat (I) wurde im Vakuum bei 40° auf 1/,, des Ausgangsvolumens 
eingeengt. In dieser Konzentration fiel ein rétlich-gelber, kriimeliger Niederschlag, 
der in der Kalte (+ 4° Celsius) abfiltriert werden konnte. Aus 5/ Blut und 201 
Alkohol entstanden so etwa 21 Filtrat II (Alkoholgehalt etwa 50%). Filtrat II 
wurde auf 150—200 ml im Vakuum eingeengt, wobei stets darauf zu achten war, 
daB die Losung um py 6 lackmussauer blieb. Dieser Rohextrakt III (praktisch 
alkoholfrei) wurde von uns im Blutdruckversuch zum erstenmal mit AC in seiner 
Wirksamkeit verglichen. Bei insgesamt 11 derartigen Aufarbeitungen von Blut 
verschiedener Rinder ergab sich fiir diese Stufe III ein AC-Gehalt, schwankend 
zwischen 20 und 40 y/l. Dann wurde Extrakt III zur Trockene gebracht (Vakuum), 
anschlieBend 3-mal mit absol. Methanol (1 x 50 ml, 2 x 25ml bei Zimmer- 
temperatur) extrahiert, die vereinigten Ausziige zur Trockene gebracht und in 
50 ml Wasser aufgenommen (IV). Diese waBrige Lésung IV wurde 2-mal mit 
Ather (2 x 50 ml) ausgeschiittelt. Der atherische Anteil wurde verworfen. Dabei 
war darauf zu achten, daB an der Grenze zwischen Ather und Wasser gern eine 
flockige Fallung auftrat (VI). Diese Substanz (VI) enthielt noch etwa 10—15% 
der blutdruckwirksamen Substanz des Rohextraktes und sollte daher zweck- 
maBig gesondert aufgearbeitet werden. Wenn sich die Atherphase nicht gut ab- 
trennen lassen sollte, kann man dies durch Hinzufiigen von etwas 1-n. HClerreichen. 
(Danach Neutralisieren mit Natriumbicarbonat auf py 6.) Der so weitgehend 
entfarbte, klare, briunliche Extrakt (VI) wurde auf 25 ml aufgefiillt, nachdem 
er im Vakuum von Ather befreit worden war und durch Membranfilter (Géttingen) 
filtriert. Bis zu diesem Punkt hatten wir einen wechselnden Wirkungsverlust 
zwischen 10 und 20% gegeniiber I. Danach wurde mit Reineckesaure gefallt, 
das Rohreineckat VII, d. h. das unbehandelte Produkt dieser Fallung, zeigte eine 
AC-Wirkung, die etwa 60% der Wirkung von I entsprach. 

Gelegentlich versetzten wir das Blut mit Heparin und fiihrten die Fallung 
mit Alkohol erst etwa 1/,—1 Stde. nach Auffangen des Blutes durch. Die Ergeb- 
nisse anderten sich dadurch nicht. Eine versehentlich geronnene Fraktion, die 
mechanisch zerkleinert und dann wie iiblich aufgearbeitet wurde, lieferte nur 
wenig herabgesetzte Werte. 

Spater verdiinnten wir den Rohextrakt III auf 500 ml und fallten mit 5-proz. 
Phosphorwolframséure. In dieser Menge ist das Léslichkeitsprodukt von Cholin- 
oder AC-Wolframat nicht iiberschritten; wir neutralisierten sofort wieder und 
fiihrten in diesem auf 100 ml eingeengten (Vakuum 40°) Filtrat die Reinecke- 
fallung durch. Der Niederschlag, der reichlich mitgerissene Phosphorwolfram- 
siure und freie Reineckesaure enthielt, wurde getrocknet und mit absol. Aceton 
extrahiert. Bei vorsichtigem Einengen erhielt man daraus ebenfalls das Reineckat 
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(entspr. VII) Wir erhielten so wechselnde Mengen zwischen 20 und 30 mg. 
Reineckat/l Rinderblut. 

Um uns einen Uberblick iiber den Verbleib der wirksamen Substanz 
wahrend der Aufarbeitung zu verschaffen, haben wir jede Phase der 
Aufarbeitung am Blutdruck der Katze auf seine Wirkung im Vergleich 
zu Standardlésungen von AC untersucht. 

Vorher hatten wir uns davon iiberzeugt, daB der Reinecke-Anteil 
im AC-Reineckat die pharmakologische Testung in den von uns ver- 
wendeten GroBenordnungen nicht beeintrichtigt. 


Abb. 6. Katze weiblich 2 kg. 
Chloralose- Urethan-Narkose. 
2. 0,1 ml AC-Reineckat-Losung 
(6,2 x 10-*) (0,6 y AC-Reineckat). 
3.0,2 ml AC 1x 10-® (dem AC- 
Gehalt entspr. 0,6 y AC-Reinek- 
kat). — 4. 0,5 ml Blut-Extrakt 
Rohreineckat (unverdiinnt). 
(Bei jedem Strich eine Kochsalz- 
injektion.) 





An einem Reineckat aus chemisch reinem AC (Hoffmann-La 
Roche) beobachteten wir, da8 die Wirkung des AC, entsprechend dem 
AC-Gehalt im AC-Reineckat erhalten blieb und weiter, daB auch keine 
Verstirkung der AC-Wirkung im AC-Reineckat in den verwendeten 
Dosen auftrat. (Abb. 6.) 

Die rhodanihnliche Wirkung der Reineckesiure allein spielt also 
in diesen Konzentrationen (0,5 mg®,) noch keine wesentliche Rolle. Wir 
finden sie erst in héheren Konzentrationen. Ein ml der 1-proz. Losung 
(10 mg) zeigt eine mehrere Minuten anhaltende Blutdrucksenkung 
(Abb. 7). 

Eine Besonderheit, die von uns in anderem Rahmen bearbeitet werden soll, 
mag hier kurz erwahnt werden, nimlich die Wechselwirkung zwischen der Reinecke- 
siure und dem AC in vivo am Blutdruck. Nach gréBeren Reineckesiuregaben 
zeigten AC-Injektionen eine erheblich geringere Wirkung. Erst mit der abklingenden 
blutdrucksenkenden Wirkung der Reineckesiure wurde die AC-Zacke allmahlich 
wieder normal groB. Ein vélliges Verschwinden der AC-Zacke durch Vorbehand- 
lung mit Reineckeséure konnten wir allerdings nicht beobachten. Entsprechend 
wurde auch die Wirkung der Extrakte nach i.v. Gabe von Reineckesaure betracht- 
lich vermindert (Abb. 7). Dieser Effekt ist nicht ohne weiteres zu erklaren, da 
das AC als Reineckesalz keine Verringerung seiner Wirkung erfahrt. 

Betyachtet man die vorliegenden Ergebnisse, so zeigen sie mit 
Sicherheit, daB im Blut durch das Vorgehen von Kapfhammer ein 
depressorischer Wirkstoff erkennbar wird. 
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Wie kommt es nun, da8 eine so markante Wirkung erfahrenen 
Experimentatoren wie Dale und seinen. Mitarbeitern entgehen konnte ? 
Dale gibt an, und Kapfhammer beanstandet dies bereits in seiner 
Entgegnung!*, daB Dale die Aufarbeitung 15—19 Stdn. stehen lieB, 
bevor er sie zur pharmakologischen Untersuchung verwandte. Dies 





Abb. 7. Katze mannlich, 2,5 kg. Chloralose-Urethan-Narkose. 
1. 0,1 ml 1-proz. Reineckesaure (1 mg). — 2. 0,1 ml AC 1 x 10~*. — 3. dasselbe. — 
4. dasselbe. — 5. dasselbe. — 6. 0,25 ml MPS Alkoholextrakt 5 Min. gekocht. — 
7. 0,1 ml Reineckesaure wie in 1. — 8. 0,1 ml AC 1 « 10-®. — 9. dasselbe. — 10. 0,25 
ml MPS Alkoholextrakt wie in 6. (Bei jedem Strich eine Kochsalzinjektion.) 


wiirde nach wiseren Erfahrungen iiber die Bestaindigkeit der Substanz 
noch nicht unbedingt einen Wirkungsverlust zur Folge haben miissen. 
Aber in der Daleschen Arbeit findet sich ein Hinweis, daB die von 
Kapfhammer angegebene Saéuremenge oft nicht verhindert hatte, daB 
die Aufarbeitungen eine alkalische Reaktion aufweisen. Auf die Be- 
deutung des sauren py hatte Kapfhammer ausdriicklich hingewiesen. 


Abb. 8. Katze weibiich, 0,75 kg. Chloralose-Urethan- 
Narkose (i. p. 3 ccm, i. v. 44 ccm). 
1. 0,1 ml Rohextrakt aus Blut; py auf 8—9 ver- 
schoben und nach 191% Stdn. neutralisiert. — 2. das- 
selbe nach 11 Stdn. neutralisiert. — 3. dasselbe nach 
5 Stdn. neutralisiert. 4. dasselbe sofort neutrali- 
siert. 





Da hier eine einfache Erklarung fiir die Widerspriiche liegen k6nnte, 
haben wir die Extrakte auf der Stufe der Rohextrakte III in alkalischem 
Milieu (py 8—9) auf ihre Haltbarkeit untersucht. 

Dabei stellte sich heraus, daB bereits nach 5-stdg. Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur die Wirkung um 50°, vermindert ist. Nach 10 Stdn. 


13 J. Kapfhammer, diese Z. 207, 57 [1932]. 
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sind diese Extrakte praktisch unwirksam. Die wirksame Substanz ist 
also wie AC erheblich alkaliempfindlich (Abb. 8), und wir glauben, die 
Differenzen so erkliren zu kénnen *. 

Es 14B8t sich also nach dem Verfahren von Kapfhammer aus dem 
Blut ein blutdrucksenkender Wirkstoff in Freiheit setzen. Dieser Faktor 
des Blutes ist kochbestindig (bei py 6), seine Wirkung kann durch 
Atropin bis auf einen kleinen Rest aufgehoben werden, mit Reinecke- 
sdiure bildet er eine schwer wasserlésliche Verbindung, in der die Blut- 
druckwirksamkeit erhalten bleibt. Es kann sich daher, wenn wir von der 
Restwirkung nach Atropin absehen, weder um Kallikrein**, Histamin 
(bzw. H-Substanzen), noch um Kaliumsalze oder Adenosinphosphor- 
sdureester handeln. Am nachsten steht der Faktor offensichtlich dem AC. 

Der Identitat mit AC steht jedoch eine bereits erwihnte markante 
Eigenschaft dieses Wirkstoffes entgegen. Kocht man eine schwach saure 
oder neutrale wiBrige Lésung von AC-Chlorid mehrere Stunden, so ist 
nach spatestens 3 Stdn. kaum noch Wirkung (weniger als 20%) fest- 
zustellen. Alkalische oder stark saure Lésungen verlieren jede Wirksam- 
keit bereits bei mehrstiindigem Aufbewahren in der Kilte. Unsere 
Extrakte zeigten dagegen eine auBerordentliche Kochbestandigkeit. Wir 
haben nahezu ohne Wirkungsverlust dies enteiweiBte alkoholische Filtrat 
sogar bei normalem Druck eindampfen kénnen und in anderen Versuchen 
den leicht sauer gestellten Rohextrakt (py 6—6,5) bis zu 10 Stdn. ohne 
Verlust am RiickfluBkihler gekocht. 

WaBrige AC-Chloridlésungen ohne Zusatz waren bereits nach 1 bis 
2 Stdn. zum gr6Bten Teil hydrolysiert. 

Wurde jedoch der waBrigen AC-Chloridlésung Cholin, Trauben- 
zucker und ein dem Gehalt des Rinderblutes im Groben qualitativ und 
quantitativ angenaihertes Gemisch der anorganischen Salze zugesetzt, so 
waren diese AC-Chloridlésungen ebenfalls kochbestindig (Abb. 9a—d). 
Die Einzelheiten der Zusitze sind den Legenden der Abbildungen zu 
entnehmen. 

Es zeigte sich also, daB die Kochbestindigkeit des Wirkstoffes in 
unseren Extrakten nicht gegen das Vorliegen von AC spricht, sondern 
daB dieser Wirkstoff im Extrakt wesentlich stabiler ist, als man bis- 
her angenommen hat. Damit haben wir diesen von uns selbst erhobenen 
Einwand gegen die Identitaét des Wirkstoffes im Blut mit AC entkriftigt. 

Es kam uns bei diesen Versuchen nicht darauf an, die Stabilisatoren des AC 
einer genauen Untersuchung zu unterziehen. Dies Gebiet bearbeiten in unserem 


Laboratorium Marquardt und Vogg, deren Resultate wir teilweise heran- 
gezogen haben, um die Stabilitét nachzuahmen und dies gewichtige Argument 
* Ganz abgesehen davon haben Dale und Dudley gelegentlich statt mit 
Reineckat mit Mercurichlorid gefaillt. Kapfhammer halt dem entgegen, daB 
bei Zerlegen des Quecksilbersalzes mit Schwefelwasserstoff die entstehende 
Salzsiure vorhandenes AC verseifen miiBte. Wir haben daher die Quecksilber- 
fallung nicht beriicksichtigt. 

** Fir die Uberlassung von Kallikrein haben wir Herrn Professor Werle 
in Miinchen zu danken. 
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Abb. 9a. Katze mannlich, 1,8 kg. Narkose: 8 cem Urethan-Chloralose i. v., 3 ccm 
Xylanester. Zeitschreibung 30 Sekunden. 
1. 0,2 ml AC 1 x 10-6, — 2. 0,2 ml Blutextrakt py 6, ungekocht. — 3. 0,2 ml Blut- 
extrakt py 6, 1 Stde. gekocht. — 4. 0,2 ml Blutextrakt py 6, 5 Stdn. gekocht. — 
5. 0,2 ml. Blutextrakt py 6, 10 Stdn. gekocht. 








Abb. 9b Abb. 9c. 
Abb. 9b. Katze weiblich, 0,75 kg. Narkose: Chloralose-Urethan (i. p. 3 cem, i. v. 
V4, ccm). 
1. 0,2 ml Lésung, die entspr. 1 ml Extrakt. (III) aus Rinderblut roh angenahert 
enthalt: 7 mg NaCl, 0,9 mg KCl, 0,015 mg MgCl,, 0,015 mg CaCl, 0,025mg NaH,PO,, 
0,02 mg Cholinchlorid, 0,002 mg AC. 12 Stdn. gekocht. — 2. dasselbe ungekocht. — 
3. 0,2 ml AC 2x 107“. 
Abb. 9c. Gleiche Katze wie in Abb. 9b. 
1. 0,2 ml Lésung wie 1 Abb. 9b + 1,25 mg Traubenzucker/ml. — 2. 0,2 ml dasselbe 
12 Stdn. gekocht. — 3. 0,2 ml AC 2x 10-7. 


der Kochstabilitat gegen die Identitat des Wirkstoffes im Blut mit AC zu ent- 
kraften. Marquardt und Vogg werden hieriiber noch gesondert berichten, 
vor allem iiber Versuche mit Esterase, die hier nur orientierend angefiihrt werden. 
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DaB Anreicherungen von anorgani- 
schen Salzen (besonders Kalium) und von 
Cholin auf die Fermenthydrolyse hemmend 
einwirken, ist bekannt!*. Bei Zusatz von 
AC-Esterase* zu unserem Rohextrakt konn- 
ten wir folglich haufig eine Verzégerung 
der AC-Hydrolyse beobachten (als Beisp. 
Abb. 10). Reinigten wir die Extrakte von 
dem gréBten Teil der Salze mit Alkohol 
und entfernten wir die atherléslichen Be- 
standteile, so war die Esterase voll aktiv. 

Bemerkenswerterweise. wird das AC- 
Reineckat von der Esterase in etwa gleicher 
Weise angegriffen wie reine AC-Chlorid- 
lésungen (Abb. 11). 

Wir méchten diesen Befund zur Er- 
klaérung unserer eingangs geschilderten Ex- 
perimente heranziehen, in denen wir. die 
gleichartige Blutdruckwirkung von AC- 
Chlorid und AC-Reineckat nachwiesen. 
(Die Einzelheiten dieser Versuche sind den 
Legenden der Abbildungen zu entnehmen.) 





Abb. 9d. 
1. 0,2 ml Lésung, die 1,25 mg 
Traubenzucker, 0,020 mg 
Cholinchlorid u. 0,0002 mg AC 
im ml enthalt. 2 Stdn. ge- 
kocht. — 2. 0,2 ml dasselbe 
12 Stdn. gekocht. — 3. 0,2 ml 
AC 2x 107". 





Abb. 10a. Katze weiblich, 2,2 kg. Chloralose-Urethan-Narkose. 
1. 0,2 ml Blutextrakt. — 2. 0,4 ml Blutextrakt. — 3. 0,6 ml Blutextrakt. 
4. 0,5 ml 0,9-proz. NaCl. — 5. 0,6 ml Blutextrakt + AC-Esterase nach 24 Stunden. 


* Die hier zur Verwendung kommende sogenannte spezifische Acetylcholin- 
esterase wurde von Tainter hergestellt und von der Sterling Winthrop Corp. 
New York, bezogen. Der Firma Boehringer, Mannheim, haben wir fiir. die 


Uberlassung zu danken. 


4K. B. Augustinson, Acta physiol. Skand. 15, Suppl. 52 [1949]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 289 


10 














Bd. 289 (1952) 





P. Marquardt und H.-H. Hirsch, 





Abb. 10b. Gleiches Tier wie in Abb. 9c und d. 
1. Lésung wie 9c Nr. 1. 0,2 ml mit Cholinesterase nach 85 Min. ‘des Einwirkens. — 
2. 0,2 ml dasselbe ohne Cholinesterase. — 3. 0,2 ml Lésung wie 9d Nr. 1 + Cholin- 
esterase nach 100 Min. — 4. 0,2 ml dasselbe ohne Cholinesterase. — 5. 0,2 ml AC 
2xi0-". 





Abb. 11. Katzendarm isoliert in iiblicher Anordnung. 
2. 0.2 ml AC 1x 10-*. — 3. 1,0 ml Extrakt-Reineckat-Lésung (gesattigte Losung, 
etwa 12 mg-proz.) — 4. 1,0 ml dasselbe + Cholinesterase (nach 25 Min.). 


Die Versuche wurden auBer am Blutdruck am isolierten Katzendarm 
in Stichproben kontrolliert. Die Esterase wurde bei neutraler Reaktion 
stets im UberschuB8 gegeben. 
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In diesem Stadium der Untersuchungen, nachdem also das Vor- 
kommen der AC-artigen Substanz pharmakologisch gut reproduzierbar 
gesichert war, hatten wir zu untersuchen, aus welchen Blutbestandteilen 
dieser Wirkstoff in Freiheit gesetzt wird. Zu diesem Zweck modifizierten 
wir unser Aufarbeitungsverfahren und setzten folgende Versuchsreihe an: 


A) 50cem Blut wurden in 30ccm siedendes Wasser gegeben, umgeriihrt 
und filtriert, das Filtrat mit der 4-fachen Menge Alkohol versetzt, filtriert und 
auf 10 ccm eingeengt. 


B) 50 ccm Blut wurden mit 2 x 50 ccm Ather extrahiert, darauf in 50 com 
kochendes Wasser gegeben und wie oben aufgearbeitet (B1). Der Ather wurde 
verjagt und der Riickstand in Wasser aufgenommen (B 2). 


C) 50 ccm Blut wurden nach Kapfhammer mit der 4-fachen Menge Alkohol 
enteiweiBt, der Niederschlag in kochendes Wasser gegeben, wie oben filtriert und 
auf 10 ccm eingeengt. 

Allen drei Portionen wurden bei der EnteiweiBung durch das sie- 
dende Wasser 2 ccm 10-proz. MPS hinzugefiigt. Auch die Atherfraktion 
wurde angesduert. 

Hieraus ergaben sich folgende vier Fraktionen A, B,, B, und C, 
die jeweils als waBrige Lésungen am Katzenblutdruck getestet wurden. 
Zu erwarten war nach unseren Erfahrungen eine Wirkung entspr. 
1—2 y AC fir A, B und C. Wir konnten diese Wirkung in der erwar- 
teten GréBenordnung an den Fraktionen A und B, wiederfinden. B, und 
C waren wirkungslos. 


Die Aufarbeitung A, naimlich die EnteiweiBung des Blutes mit 
kochendem Wasser und dann mit Alkohol, ahnelt, wie erwaihnt, sehr weit- 
gehend der Methodik von Kahane und Levy". Diese Autoren fanden 
im Blut verschiedener Saéugetiere 1—15 mg AC/I/. Sie bedienten sich fol- 
gender Praparationsmethode: 

1 Tl. Blut wurde in 1 Tl. kochendes Wasser gegeben. Zu dieser Mischung 
wurden. 2 Tle. kaltes Wasser hinzugefiigt. Der entstandene Niederschlag 
wurde abzentrifugiert, und die iiberstehende Fliissigkeit im Verhaltnis 1:4 mit 
Athylalkohol versetzt. Vom Niederschlag wurde abfiltriert und im Vakuum ein- 
geengt. 

Wir erhielten nach dieser Methode ein Praparat, das sehr viel 
reicher an rotem Blutfarbstoff war als das nach Kapfhammer erhaltene 
und daher sehr viel dunkler gefairbt ist. Eine AC-Wirkung konnten wir 
nicht feststellen. Eine solche war nach unseren Erfahrungen auch gar 
nicht zu erwarten, denn der Extrakt wird durch die Aufarbeitung von 
selbst alkalisch (p, 8—9). In der Originalarbeit findet sich jedoch keine 
Angabe iiber einen eventuellen Séurezusatz. Der, wie oben berichtet, von 
uns ahnlich aufgearbeitete Extrakt (A), welcher aber leicht angesiuert 
war, enthielt dagegen die uns bekannten Werte der Wirkung von 10—40y 
AC/l Blut. Achtet man also auf das p,, wie wir weiter oben ausgefiihrt 
haben, so erhaélt man die gleiche Wirkung, sowohl mit dem Verfahren 
nach Kapfhammer, wie mit dem nach Kahane und Levy (Abb. 12). 
Das Vorliegen von AC wurde hier durch Esterasezusatz zu sichern 
gesucht. 

10* 
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Nach Angaben Hobbigers" kann aus atherischen Gehirnextrakten 
AC (pharmakologisch nachgewiesen) frei gesetzt werden. Unsere wirk- 
same Substanz ist dagegen nicht mit Ather extrahierbar. Wenn es 
sich also im Blut um AC handeln sollte, so miiBte dieses im Blut 
etwas anders gebunden sein, als im Gehirn. 

Wenn sich der gesuchte Wirkstoff im Innern der roten Blutk6rper- 
chen befindet, dann miiBten die héchsten Werte bei vollstaéndiger Himo- 
lyse erhalten werden. 

Wir fanden bei vermehrter Himolyse keine Wirkungsverstarkung 
(siehe Aufarbeitung A), sondern die gleichen Werte wie im Verfahren 
nach Kapfhammer. Hier sahen wir die Erythrozyten im Mikroskop 
durch Alkohol quasi fixiert ohne auBerliche Anzeichen von Struktur- 





Abb. 12. 
1. 0,4 ml Aufarbeitung A angesauert. — 2. 0,4 ml dasselbe mit Cholinesterase nach 
60 Min. — Die Testzacke, die nicht abgebildet wurde, zeigte, daB etwa 0,2 AC 
1x 10- eine Nr. 1 entsprechende Senkung hervorruft. 


verinderungen. Wir sind also mit dem Alkohol wohl nur bis zur 
Oberfliche gedrungen. Ubliche Alkoholaufarbeitungen sorgfaltig auf 
der Zentrifuge von dem Serum befreiter und gewaschener Erythrozyten 
ergaben in jedem Fall eine atropinisierbare Wirkung, allerdings manch- 
mal geringer, als bei Aufarbeitungen aus dem Gesamtblut. 

Das AC befindet sich demnach wohl nicht im Innern der Erythro- 
zyten, da nach Hamolyse keine Verstiirkung der Werte auftrat. 


Um nun festzustellen, ob der Wirkstoff an der Erythrozyten- 
oberflache haftet oder einen Strukturbestandteil darstellt, wurden Stro- 
mata nach Augustinson" hergestellt. 


Erythrozyten werden 3-mal in physiologischer Kochsalzlésung auf der Zentri- 
fuge gewaschen, mit Aqua dest. auf das urspriingliche Blutvolumen aufgefiillt. 
Das py mit verd. HCl auf 5,5 eingestellt (bei Menschenblut 6,5). Bei diesem 
Sauregrad fallen die Stromata aus und werden aus der roten Lésung abzentrifugiert. 


18 F. Hobbiger, Z. Vit. Forschung 2, 253 [1949], zit. n. Ronas Ber. 189, 
247 [1950]. 
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Die weitere Aufarbeitung der Stromata in iiblicher Weise (saurer 
Alkohol) ergab keine beweisbare, atropinisierbare AC-Wirkung. 

Demnach kann der gesuchte Wirkstoff sich nur an der Oberflache 
der Erythrozyten oder im Serum befinden. Diese Frage muBte in be- 
sonderen Versuchen geklirt werden. 

Nach sorgfaltiger Abtrennung des Serums auf der Zentrifuge wurden 
die Erythrozyten ebenfalls auf der Zentrifuge zweimal mit NaCl-Lésung 
gewaschen und Serum, Waschwasser und Erythrozyten getrennt in 
iiblicher Weise aufgearbeitet und untersucht (Abb. 13). 





Abb. 13a. Katze weiblich, 2,15 kg. Chloralose-Urethan-Narkose. 
1. 0,2 ml 0,9-proz. Kochsalzlésung (1. Waschwasser der Erythrozyten Gesamt- 
volumen 15 ccm). — 2. 0,4 ml 0,9-proz. Kochsalzlésung (2. Waschwasser Gesamt- 
volumen 30 ccm). — 3. 0,4 ml Serumaufarbeitung (Gesamtvolumen 30 ccm). — 
4. 0,4 ml Erythrozytenaufarbeitung (Gesamtvolumen 30 ccm). — 5. 0,4 ml Vollblut- 
aufarbeitung (Gesamtvolumen 30 ccm). — 6. 0,1 ml AC (1 x 10~®). 





Abb. 13b. Katze wie 13a in gleicher Anordnung. 
7. 0,3 ml AC (1x 10-8), — 8. 0,4 ml Vollblutextrakt. — 9. 0,4 ml Erythrozyten- 
extrakt. — 10. 0,4 ml Serumaufarbeitung. 


Die Untersuchung ergab, daB vor und nach Atropinisierung der 
Gehalt im Serum mit Null bezeichnet werden kann (Abb. 13, Nr. 3 im 
Vergleich mit Nr. 10). Der Vergleich der Vollblutaufarbeitung mit der 
Erythrozytenaufarbeitung (Abb. 13, Nr. 4 und 5) ergab praktisch gleiche 
Werte (atropinisierbar siehe Nr. 8 und 9). Das Waschwasser war 
wirkungslos. 

Wir konnen abschlieBend zum Teil I der Untersuchungen aussagen, 
daB der blutdrucksenkende Wirkstoff im Blut sich pharmakodynamisch 
verhalt wie AC. Mit chemisch reinem AC lieBen sich durch Zusatz von 
Salzen, Zucker und Cholin Lésungen herstellen, die absolut die gleichen 
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Eigenschaften wie die Blutextrakte aufweisen. Den Wirkstoff fanden 
wir regelmaBig im Blut von iiber 30 Rindern, allerdings nicht in der 
GréBenordnung von einigen Milligramm, sondern wechselnd zwischen 
10 und 40 y/l. Diese Schwankungen k6nnen auch auf Abweichungen 
geringfiigiger Art bei der Darstellung beruhen. Wir kénnen auf Grund 
von verschiedenen Aufarbeitungen verschiedener Blutbestandteile an- 
nehmen, daB sich die Hauptmenge dieses AC an der Oberflaiche der 
Erythrozyten befindet, also an einer Zelle, die sicher in keinem morpho- 
logischen Zusammenhang mit dem Nervensystem steht. Der Befund 
der relativen Kochstabilitaét des AC im Extrakt erscheint uns beson- 
ders bemerkenswert. 


II. Chemische Identifizierung 
unter pharmakologischer Kontrolle 


Im vorliegenden Abschnitt haben wir uns bemiiht, auch eine che- 
mische Identifizierung durchzufiihren, da uns der pharmakologische 
Nachweis zur Identifizierung nicht véllig ausreichend erschien. 

Als Fallungsmittel fiir Cholin und AC sind folgende Reagenzien 
bekannt: ; 

1. Das Ammoniumreineckat, NH,{ Cr(NH,),(SCN),]-H,O, nach Kapf- 
hammer!, 2. Hexanitrodiphenylamin, (NO,),C,H,-NH-C,H,(NO,)3, nach 
Ackermann", 3. Platin(IV)-chlorwasserstoffsiure, H,[PtCl,], nach 
Dale und Dudley”. 

Das Reineckat erhielten wir bereits im Verlaufe unserer Praparations- 
methode fiir die pharmakologischen Versuche. Es lag also nahe, uns zu- 
nachst mit der Identifizierung des von uns aus Blut erhaltenen Reinecka- 
tes zu beschaftigen. Dieses Praparat bot in Ubereinstimmung mit Am- 
mon® in gereinigter Form eindeutig das Kristallbild des Cholinreinecka- 
tes (Abb. I). 

Am Katzenblutdruck stellten wir jedoch fest, daB in einer Menge 
von ca. 100 mg eines solchen Reineckates, welches der héchsten Aus- 
beute* von 5/1 Blut entsprach, etwa 100 y AC-Wirkung (also etwa 300 y 
AC-Reineckat) enthalten sind. Dieses entspricht einem Verhaltnis von 
Cholinreineckat zu AC-Reineckat wie 300:1. Es ist leicht einzusehen, 
daB bei der GréBe des Gesamtmolekiils ein derartig kleiner Anteil kaum 
einen EinfluB auf die Kristallform haben kann, wenn die beiden so nah 
verwandten Substanzen gemeinsam auskristallisieren. Die Kristallform 
des AC-Reineckates (Abb. II) naihert sich mit steigendem Cholingehalt 
der typischen Form der Cholinreineckat-Kristalle. (Auf die Wiedergabe 
der Bilder wurde verzichtet.) 


* Die niedrigste Ausbeute aus 5/ Blut betrug 50 mg mit entsprechend ver- 
ringerter Wirkung, namlich ungefahr 60 y. 

16D. Ackermann u. H. Maurer, diese Z. 279, 114 [1943]. 
7 H.W. Dudley, Biochem. J. 28, 1064 [1929]. 
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Es zeigt sich also, daB die Kristallformen der Reineckate zur Identi- 
fizierung nicht verwendet werden k6nnen. 

Dieselben Verhiltnisse fanden wir bei den Hexylaten und den Gold- 
salzen. Mit den Platinsalzen haben wir nicht gearbeitet. 

Als charakteristische Reaktion auf organische Saureester ist seit 
Feigl?* die Bildung der Hydroxamsiure z. B. aus Hydroxylamin und 
dem Siaureester in alkalischer Lésung beschrieben worden. Hestrin?® 





Abb. I. | Abb. II. 
Abb. I. Kristalle des Cholin-Reineckates, gewonnen aus Blut. (Vergr. 1:45.) 
Abb. II. Chemisch reines Acetylcholin-Reineckat. (Vergr. 1:45.) 


fiihrte diese Reaktion auf Grund der Rotbraunfairbung ihres komplexen 
Fe-Salzes zur quantitativen Bestimmung des AC und anderer Cholin- 
ester ein. 
Reaktionsschema 
- CH,COO-CH,-CH,-N(CH,),Cl + NH,OH —— > 
(AC) (Hydroxylamin) 
> CH,CONHOH + OHCH,-CH,-N(CH,),(1 
(Acetylhydroxamsaure) (Cholin) 





Da die Bestimmungsgrenze dieser Reaktion zwischen 5 und 900 y 
AC/ml liegt, war diese Reaktion fiir uns besonders vorteilhaft. 

Wittacker®® tibertrug diese Reaktion auf die Papierchromato- 
graphie und konnie so eine Trennung von Cholinestern erreichen. Wir 
priiften beide Methoden auf ihre Brauchbarkeit fiir unsere Unter- 
suchungen. 

Leider gelang es uns nicht, auf dem von Wittacker eingeschlagenen 
Wege zu einer chemischen Identifizierung des blutdruckwirksamen Fak- 
tors zu gelangen. Die Esterkonzentration der zu chromatographierenden 
Lésung mu8 fiir AC mindestens 5 x10-* g pro ml betragen, um eine 
deutliche Reaktion zu erméglichen. Eine derartige Konzentration konn- 


18 F. Feigl, V. Anger u. O.Frehden, Mikrochemie 15, 12 [1934]. 

19 §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 

20 V.P. Wittacker u. S.Wijesundera, The Biochem. Society (Brit.) 
297th. Meeting Oxford 5th. May 1951. 
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ten wir auf Grund der geringen Mengen, mit denen wir arbeiten miissen 
(pro 5/1 Blut ~ 100 y AC Ausbeute), der Beimischung von 200—300 Tin. 
Cholin auf 1 Tl. AC-Wirksamkeit und der damit verbundenen Ver- 
groBerung des Volumens unserer Extrakt-Reineckate nicht erreichen. 
Versuche, das AC und Cholin als Reineckat im Papier wandern zu lassen, 
den Reineckatkomplex mit Natronlauge zu zerstéren und das Rhodan 
mit Kisen(III)-chlorid nachzuweisen, schlugen fehl. Die Wanderungs- 
geschwindigkeiten in Collidin und Butanol-Eisessig waren fiir Cholin- 
und Acetylcholinreineckat gleich groB. Dagegen gelang die Acetyl- 
hydroxamsaurebildung im Reagensglas ohne Schwierigkeiten, wenn 
wir unsere Reineckate auf folgende Weise zerlegten: 


Das Reineckat wird in méglichst wenig Acetonwasser 1:1 gelést und mit 
einer gesattigten waBrigen Lésung von Silberlactat versetzt bis kein Silber- 
reineckat mehr fallt, iiberschiissiges Silber wurde mit NaCl-Lésung entfernt, 
und das klare Filtrat im Vakuum so eingeengt, da8 die auf Grund friherer bio- 
logischer Testungen zu vermutende AC-Menge mindestens 40 y/ml betragt. Mit 
0,5 ml wird darauf die Reaktion ausgefiihrt und im ,,Weka‘‘ Kolorimeter nach 
Havemann abgelesen. 0,5 ml werden fiir den Blindwert bendtigt. 

Als Lésungen verwandten wir nach Hestrin: 

1. alkalisches Hydroxylamin-Reagens (frisch bereitet aus 3,5-n.Natron- 
lauge + 2-n.Hydroxylaminhydrochloridlésung im Verhiltnis 1: 1). 

2. 1 Tl. HCl (1,18) mit 2 TIn. H,O verdiinnt. 

3. Ferrichloridlésung (0,37-m. in 0,l-n. HC\). 

0,5 ml AC-Lésung wurden mit 0,5 ml alkalischem Hydroxylaminreagens 
versetzt und 2 Min. stehengelassen. Danach wurden je 0,5 ml HCl und Ferri- 
chloridlésung hinzugefiigt. Die Farbung der Lésung wurde darauf gelbbraun im 
Gegensatz zu der mehr griin-gelben Farbe der Kontroll-Lésung, die hergestellt 
wurde, indem an Stelle der Reihenfolge 1, 2, 3 die Lésungen nacheinander 2, 1, 3 
zugefiigt wurden. Die Kontrollen zeigten dann, wenn das AC aus zerlegtem 
Reineckat stammte, im Gegensatz zu dem reinen AC auch eine geringe Braun- 
farbung, die aber auf Spuren von Eisenrhodanidionen aus dem Reineckekomplex 
zuriickzufiihren ist. Diese Farbung wurde als Blindwert vor jeder Untersuchung 
gemessen und abgezogen. In den Strahlengang des Kolorimeters schalteten wir 
die Filter RG, + GG,. Fiir unsere Untersuchungen benutzten wir eine Schicht- 
dicke 3 cm. Die kleine Kiivette faBte 1 ml. Die Werte fiir die Eichung sind aus der 
Tabelle im Vergleich mit den dazu gehérigen Werten der Versuchslésung zu ent- 
nehmen. 


1. AC rein 2. AC — Reineckat 











Konzentration | Trommelwerte des || AC-Konzentration | Trommelwerte des 
in y/ml Kolorimeters in y/ml Kolorimeters 
5 104,5 § 101,5 
10 134,5 10 135,5 
15 165,0 25 259,5 
20 218,5 50 370,0 
25 256,5 100 685,5 














Nach Zerlegung des Reineckates wird die cholinesterhaltige Ausgangslésung mit 
den Reagenzien auf das 4-fache verdiinnt. Z. B.: 1 ml Eichlésung (40 y AC) 
+ 1ml alkalisches Hydroxylaminreagens + 1 ml HCl + | ml Ferrichloridlésung 
ergibt 4 ml. In der Kiivette (Inhalt 1 cem*) wird 1 ml dieser Endlésung bei einer 
Schichtdicke von 3 cm gemessen. Man erhalt den Trommelwert 134,5, der die AC- 
Konzentration der Endlésung 10 y/ml angibt. (In der Ausgangslésung befinden 
sich also 40 y AC.) 
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Abb. 14a. Katze mannlich, 5,3 kg. Narkose: 8 ccm Chloralose-Urethan i. v. 
1. 0,1 ml AC 1x10-* = 0,1 y AC. — 2. Honig (in anderem Zusammenhang unter- 
sucht). — 3. 0,5 ml Extrakt-Reineckat (3 mg in 20 ccm Aqua dest.), das zur 
Hydroxamsaurereaktion verwandt worden war (berechnet auf Cholin waren dies 

25 y, die bekanntlich noch keine derartige Wirkung auslésen). 


Bei der Untersuchung eines Extrakt-Rein- 
eckates wurden 31,5 mg eingewogen und zerlegt 
und auf 1,0 ccm eingeengt. Mit 0,5 ml dieser 
Lésung war die Hydroxamsaurereaktion deut- 
lich positiv. Der Trommelwert war 139 (+. 20), 
das bedeutet 10 y/ml AC (die 0,5 ml AC-Lésun- 
gen wurden durch die Reagensl6sungen auf 
2ml verdiinnt), also 40 y AC fiir die zer- 
legte eingeengte Extraktlésung, also 120 y AC- 
Reineckat fiir 31,5 mg Extrakt-Reineckat. Die 
biologische Testung ergab am Katzenblutdruck 
ebenfalls den Naherungswert von 120 y Acetyl- 
cholinreineckat fiir 30 mg Extraktreineckat 
(Abb. 14) (120 y Reineckat entspr. 40 » AC). 


Die Blutdrucksenkung des Reinecka- 
tes ist in Abb. 14a starker ausgepragt als 
in der AC-Vergleichszacke. Atropinisie- 
rung zeigt auf, daB die Verstérkung auf 
nicht atropinisierbaren Verunreinigungen 
beruht, es sich also nicht um AC handelt. 
Zieht man diese Restsenkung ab, so ist 
nach unserer Ansicht die Ubereinstimmung 
ausreichend. 

Die positive Hydroxamsiaurereaktion 
beweist, daB in unserem aus dem Blut 


20,5 miNard OF Te 





Abb. 14b. Gleiches Tier wie in 

Abb. 14a nach 4,5 mg Atropin. 

1. 0,1 ml AC (10-*) (= 0,1 y). 

— 2. 0,5 ml Extrakt-Reineckat 
(3 mg auf 20 ml). 
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vorliegenden Reineckat ein Cholinester enthalten sein muB. Die Uber- 
einstimmung des Ergebnisses der quantitativen Messung im Have- 
mann-Kolorimeter mit der biologischen Wirksamkeit des Reineckates 
gibt die Méglichkeit, einen Indizienbeweis iiber das Vorliegen des Ace- 
tylesters zu fiihren. Da das AC mit weitem Abstand der blutdruck- 
wirksamste Cholinester ist (seine Wirksamkeit ist etwa 1000-mal starker 
als Cholin), hatte die Hydroxamsiurereaktion, da der Propylester der 
zweitwirksamste Ester (200-mal wirksamer als Cholin) ist, gegentiber 
der Wirksamkeit am Tier etwa fiinfmal stirker ausfallen miissen, 
wenn es sich vorwiegend um den Propylester handeln sollte. 


III. Diskussion 5 | 


Es ist stets miBlich, auf Grund biologischer bzw. pharmakologischer 
Untersuchungen den Nachweis eines bestimmten chemischen Indivi- ‘ 
duums im Organismus zu fiihren. Oft treten Interferenzen von Wirkun- 
gen auf, die das Vorliegen eines Stoffes nur vortiaiuschen. Bei der geringen 
Menge blutdruckwirksamer Substanzen, die wir im Blut fanden, ist 
jedoch der direkte chemische Nachweis der Substanz sehr erschwert. 
Wir kénnen uns daher die Differenzen in der Literatur erkliren. Der 
von uns gewahlteé Weg zur chemischen Identifizierung, namlich der der 
Hydroxamsiurereaktion, ist nun ebenfalls kein direkter spezifischer | 
Nachweis, sondern er zeigt nur mit Sicherheit, daB ein Cholinester 
vorliegt. DaB es sich jedoch um den Acetylester handelt, scheint 
sicher, da die durch den biologischen Test ermittelte Menge mit der 
in Honigen durch chemische Bestimmung gefundenen ausreichend tber- 
einstimmt?! und die anderen bekannten Cholinester in anderen GroBen- 
ordnungen vergleichbare biologische Wirkungen auslésen. Es liegt also 
im Rinderblut, entsprechend den Befunden Kapfhammers, mit Sicher- 
heit AC vor. Es ware ja auch merkwiirdig gewesen, wenn bei dem fir 
Blutkérperchen erwiesenen reichlichen Vorliegen von AC-Esterase ein 
wesentliches Substrat fiir das Ferment fehlen sollte. 

In Untersuchungen an iiber 30 Rindern des hiesigen Schlachthofes 
schwankte der Gehalt zwischen 10 und 40 y AC// Blut. Diese Schwan- 
kungen kénnen mehr oder weniger methodisch bedingt sein. 

Wir konnten zeigen, daB im biologischen Milieu AC wesentlich 
stabiler ist, als in waBriger Lésung. Hierbei spielte verstindlicherweise 
der Cholingehalt gemé8 dem Massenwirkungsgesetz eine wesentliche 
Rolle. Wir fanden ein Verhaltnis von AC zu Cholin von etwa 1:300, 
d. h. wir isolierten zwischen 20 und 30 mg Reineckat aus 1/ Blut, die 
10—40 y/l AC aufwiesen. Berechnet man auf AC-Reineckat, so ent- 
spricht dies 30—120 y/I. 

Wir konnten weiter zeigen, daB sich das AC fast vollstindig an den 
Erythrozytenoberflichen befindet. 


sah Marquardt u. G. Vogg, Uber die chemische Natur des blutdruck- 
senkenden (cholinergischen) Faktors im Honig. Z. Arzneimittelforschg. 2 [1952], 
im Druck. 
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Damit glauben wir auch die Art der ,,Maskierung*‘ geklart zu haben. 
Die Tatsache, daB Kochsalzlésung AC von der Oberfliche der Erythro- 
zyten nicht zu lésen vermag, sondern erst rauhere Eingriffe, wie Alkohol, 
zeigt deutlich eine feste Verankerung und erklart, warum der Wirkstoff 
im nativen Blut seine repriasentativen, pharmakologischen —_ 
schaften nicht entfalten kann. 

Es ware denkbar gewesen, daB durch den Alkohol Cholin und Cholinester 
aus Lipoiden der Oberfliche der Erythrozyten herausgelést wiirden und damit 
unsere Aufarbeitung zu Kunstprodukten fiihrte. Obwohl dies fiir AC unwahr- 
scheinlich ist, kénnen wir sagen, daB in einer Aufarbeitung allerdings von Pflanzen 
Lecithin (Merck) mit unserer Methode (MPS plus Alkohol) mit Reineckat nicht 
einmal Cholin nachweisbar war. 1 g Lecithin wurde in 400 ccm Alkohol geldést 
und mit 100 ml Wasser und MPS in iiblicher Menge versetzt, 24 Stdn. im Brut- 
schrank bei 50° stehengelassen und aufgearbeitet. Bei volliger Hydrolyse waren 
etwa 75 mg Cholin-Reineckat zu erwarten gewesen. 

Unsere Eingriffe sind daher nicht so rauh, da8 eine Hydrolyse des 
Lecithins erfolgte. 

Wir nehmen auf Grund unserer Versuche an, daB das AC als solches _ 
an der Oberfliche der Erythrozyten verankert ist, also an Zellen, die 
morphologisch keinen Zusammenhang mit dem Nervensystem haben und 
zwar in einer, wie wir zeigen konnten im Extrakt gegen Kochen und 
gegen Esteraseeingriff recht stabilen Form. 


Zusammenfassung 


Im Rinderblut fanden wir pharmakologisch und chemisch regel- 
maBig AC in Mengen, wechselnd zwischen 10 und 40 y/l. Das AC ist in 
den Blutextrakten kochstabiler als in waBriger Losung. Das AC ist an 
der Oberfliche der Erythrozyten verankert. 


Untersuchungen zur quantitativen Bestimmung 
von Pregnan-diol-(3«,20a) im menschlichen Urin 


Von 
L. Dibbelt, K. Hinsberg und H. Esser 


Aus der Frauenklinik (Direktor: Prof. Dr. H. Schmidt-E]lmendorff) 
und dem Physiologischen Institut (Prof. Dr. K. Hins berg) der Medizinischen Akademie Diisseldorf 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, Dezember 1951) 


Zur Bestimmung des Pregnan-diols-(30,20x~) im Harn sind viele 
Methoden angegeben worden, aber fiir die zuverlissige Erfassung kleiner 
Mengen, wie sie im Cyclus auftreten, hat sich bisher keine als geeignet 
erwiesen. Zum Teil sind die Methoden zu unspezifisch, z. Tl. zu un- 
empfindlich oder zu umstandlich. Die Pregnandiolausscheidung er- 
reicht im Cyclus maximal 6 mg pro Tag,: sinkt aber auch auf Mengen 
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von 0,3 mg pro Tag ab und es besteht die Aufgabe, auch solche kleinen 
Unterschiede zuverlassig erfassen zu kénnen. Die Methode mu8 weiter 
so einfach sein, daB auch laufend Bestimmungen an gréBerem Material 
ausgefiihrt werden k6nnen, wie es zur Klarung der Beziehungen zwi- 
schen Progesteron-Stoffwechsel und Pregnandiol-Ausscheidung not- 
wendig ist. 


Von den Verfahren, die das Pr. als Salz der Glucuronsaure erfassen, diirfte 
das von Westphal! angegebene das Exakteste sein. Er wagt das als Bariumsalz 
ausgefallte Pr.-Glucuronat und erreicht damit eine gréBere Genauigkeit als Ven- 
ning?, die die Wagung als Natriumsalz vornimmt. Nach unseren Erfahrungen 
arbeitet die Methode von Westphal bei sehr geringen Pr.-Mengen nicht immer zu- 
verlassig. In Ubereinstimmung mit Huber* konnten wir Mengen unter 5 mg Pr. als 
Glucuronat dem Tagesurin zugesetzt, nicht regelmaBig quantitativ wiedererhalten. 
Zudem lag der Schmelzpunkt der Niederschlage nicht selten um 20 bis 30° unter 
dem theoretisch geforderten Wert von 268 bis 271°. Die Kristalle waren stark ge- 
farbt, so daB die durch Wagung des Endproduktes ermittelten Werte nicht als zu- 
verlassig angesehen werden kénnen. Endlich ist die Methode umstandlich und ver- 
langt die Aufarbeitung des gesamten Tagesurins, so daB Kontrollbestimmungen 
nicht durchgefiihrt werden kénnen. 


In Anlehnung an Astwood und Jones‘ wurden eine Reihe von Methoden 
entwickelt, nach welchen das freie Pr. nach hydrolytischer Spaltung ausgefallt 
wird und durch seine braune Farbe nach Lésung in konz. Schwefelséure kolorime- 
trisch bestimmt werden kann’. Die Empfindlichkeit, auch der jiingst veréffent- 
lichten Methode von Somerville, ist jedoch begrenzt, da erst Mengen iiber 0,4 mg, 
welche als Glucuronat einem Fiinftel der Tagesurinmenge zugesetzt wurden, 
einigermaBen quantitativ wiedererhalten werden konnten. Das bedeutet, daB die 
Methode nur bei einer Tagesausscheidung von mindestens 2 mg brauchbar ist. Da es 
aber gerade darauf ankommt, sehr kleine Pr.-Mengen, wie sie bei Schwankungen 
der physiologischen Ausscheidung im Cyclus zu erwarten sind, zu erfassen, muBte 
die bisherige Methode empfindlicher gestaltet werden. Der Eine von uns hat bei 
der Nachpriifung der Gutermanschen Methode® gefunden, da8 die kolorimetri- 
sche Bestimmung in Schwefelsiure an sich brauchbar ist, daf aber zugesetztes 
Glucuronat nicht quantitativ wiedergefunden werden konnte, daB die Ausbeuten 
z. Tl. wesentlich hinter den theoretischen Mengen zuriickblieben, z. Tl. Verun- 
reinigungen mit ausgefallt wurden, so daB die gefundenen Werte wesentlich zu 
hoch lagen (s. Tab. 1). Die wesentlichen Ursachen fiir diese groBen Schwankungen 
erblicken wir darin, daB einerseits bei der Fallung des Pregnandiols aus Aceton mit 
Wasser Verunreinigungen mit ausgefallt werden, die spiter eine unspezifische 
Farbreaktion mit Schwefelsiure geben, andererseits eine kolloidale Triibung ent- 
stehen kann, welche die vollstandige Ausfallung des Pr. verhindert. Daher findet 
man bei groBen Pr.-Mengen meistens zuviel, bei kleinen Pr.-Mengen zu wenig. 
Eine Erhéhung der Spezifitaét wire denkbar durch eine spezifische Farbreaktion, 
die aber bis jetzt noch nicht bekannt ist. Eine andere Méglichkeit ware die, die 
Harnextrakte so weit zu reinigen, daB das nach Hydrolyse ausgefallte Endprodukt 
keine Verunreinigung mehr enthalt. 


' U. Westphal, diese Z. 281, 14 [1944]. 

* E. H. Venning u. J. G.C. Browne, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 24, 792 
[1936]. 

’ Dora Huber, Biochem. J. 41, 609 [1947].. 

4 EK. B. Astwood u. G. E. 8. Jones, J. biol. Chemistry 137, 397 [1941]. 

5 I. F. Somerville, N. Gough u. G. F. Marrian, J. Endocrinology 5, 247 
[1948]; H. S. Guterman u. B.S. Schroeder, J. Lab. clin. Med. 38, 356 [1908]; 
N. B. Talbot, R. A. Berman, E. A. Mac Lachlan u. J. K. Wolfe, J. clin. 
Endocrinol. 1, 668 [1941]. 
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In Versuchen, iiber die an anderer Stelle® berichtet wird, konnte gezeigt 
werden, da man durch die Hydroxyde oder Carbonate von Schwermetallsalzen 
zwar aus den Urinextrakten einen Teil der Verunreinigungen ausfallen kann, daB 
dies aber nicht ohne Verlust an Pr. méglich ist. Derartige Versuche muBten also 
aufgegeben werden. 


Tab. 1. 


a) Zusatz von Na-Pr-Gl zu verschiedenen Urinen, die nach Guterman auf- 
gearbeitet wurden. 























Pr als” Erhalten in mg Wiedee- 
Urin Leerwert in| Na-Pr-Gl nach gewonnen 
zugesetzt insgesamt | Abzug d. 
mg mg Leerwertes in % 
Mannerurin 0,383* 0,678 0,795 0,412 61 
Cyclusharn 
(19. Tag) 0,212 0,678 0,715 0,503 74 
Menopause 0,224 0,678 0,748 0,524 77 
Schwanger- 
schaft . . 2,82 0,678 3,62 0,8 118 
Schwanger- 
schaft . . 3,16 0,458 4,515 1,35 340 
Schwanger- 
schaft . 4,376 0,450 4,482 0,106 23,6 








* jeder Wert stellt den Mittelwert aus drei Bestimmungen dar. 


b) Schwankungsbreite der Ergebnisse, die mit der Guterman-Methode bei 
Schwangerenurin erhalten wurden. 








. Ergebnisse in . ; Abweichung vom 
Urin mg Mittelwert Mittelwert in %, 
3,366 + 7,1 
I 2,628 3,166 — 23,3 
3,504 + 10,7 
3,55 — 9 
II 5,14 4,376 + 17,5 
4,44 + 1,45 
4,635 + 2,7 
Ill 3,816 4,515 — 17,7 
5,094 + 9,9 
IV 3,88 — 8,1 
3,98 4,27 — 61 
4,95 + 16 











durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert: 
C2 = + 11,7%, groBte Schwankung 35,5%. 
Im Verlauf anderer Versuche wurde aber gefunden, daB in einer 
Lésung von Pr. in Methylalkohol-Petrolather durch Entmischen mit 
wenig Wasser der Hauptteil der Verunreinigung im Petrolather ver- 


6 Diss. U. Wentzke, Diisseldorf 1951. 
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bleibt, wahrend das Pr. selbst in dem wifrigen Methanol angereichert 
wird. Durch dieses Entmischungsverfahren werden auch die sonst 
kolloidal ausfallenden Begleitstoffe vom Pr. abgetrennt und wenn die 
waBrige Methanollésung weiterverarbeitet wird, fallt das Pr. nahezu 
analysenrein aus’. Die Reinheit der Endprodukte haben wir durch Be- 
stimmungen des Schmelzpunktes, durch Vergleich der Farbintensitat 
pro mg Substanz in reiner Schwefelsiure und durch Priifung mit Farb- 
reaktionen, die fiir andere Steroide spezifisch sind, gepriift. 


Die Schmelzpunkte (korr.) einiger Endprodukte waren folgende: 


1. Schwangerenharn. ..... . pn ae we oe 6 OSBORN, 
2. Schwangerenharn......... sew ew es B22 C, 
3. Cyclusharn (2. Halfte).........2... =... 218—228°C, 
4. Urin aus der Menopause mit Na-Pr-Gl.-Zusatz .. . 233° C, 
5. Urin aus der Menopause mit Na-Pr-Gl.-Zusatz . . . 225—231°C. 


Nach nochmaliger Aceton-Wasserfallung blieben die Schmelzpunkte un- 
verandert. Nach nochmaligem Ausschiitteln mit Petrolither ergaben sich folgende 
Schmelzpunkte: 

1. 228—233° C korr., 3. 229—233° C korr., 5. 230—233° C korr. 

2. 229—233°C korr., 4, 230—234° C korr., 


Nach Zusatz von reinem Pr. ergab sich keine Schmp.-Depression. 
Verschiedene Gewichtsmengen von aus Schwangerenharn gewonnenen 
Endprodukten wurden mit Schwefelsiure zusammengebracht und die 
Extinktion der Farbe mit gleichen Mengen authentischen Pr. ver- 
glichen. Wie Abb. 1 (S. 163) zeigt, liegen die abgelesenen Werte im Be- 
reich der Eichkurve von Pr. Bei drei Endprodukten aus Schwangeren- 
harn war die Farbreaktion auf Dehydro-isoandrosteron nach Dirscherl 
und Zilliken® negativ. Da dieses Steroid in normalem Frauenurin 
vorkommt, und mit Schwefelsaure eine kraftige gelbe Farbe gibt, wiirde 
sein Vorhandensein in den Endprodukten die quantitative Bestimmung 
erheblich beeintrichtigen. Die Zimmermannsche Reaktion auf 17-Ke- 
tosteroide* hatte bei einigen Endprodukten folgendes Ergebnis: 














eae Gehalt an 17-Ketosteroi- 

Probe | Gewicht | gen ber. nach Zimmermann 
D, 5,35 mg 0,042 mg 0,8% 
D, 9,38 mg 0,094 mg 10%, 
D, 3,1 mg 0,070 mg 2,3% 





Das fiir die Zusatzversuche erforderliche Natrium-Pr.-Glucuronat wurde aus 
Schwangerenharn nach der Methode von Venning und Browne?* gewonnen. 
Das Rohprodukt wurde mit Girard’s Reagens T einmal nach Sutherland und 


7 Die Entmischung von Pregnandiollésungen in Alkohol-Ligroin oder Alkohol- 
Benzol ist zuerst von Butenandt im Jahre 1930 bei der Gewinnung von Pr. aus 
Harnkonzentraten angewendet worden. A. Butenandt, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 
662 [1930]. 

8 W. Dirscherl u. F. Zilliken, Naturwiss. 31, 349 [1943]. 

* Fiir die Durchfiihrung der Bestimmung sind wir Herrn Dr. Dorner, Haut- 
klinik der Med. Akademie Diisseldorf, zu besonderem Dank verpflichtet. 
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Marrian® gereinigt, schmolz bei 267—270° C und enthielt, wie im Versuchsteil 
erlautert wird, 84% der theoretischen Menge an Pr. Eine weitere Reinigung konnten 
wir infolge Materialmangels nicht durchfiihren. Bei allen Zusatzversuchen haben 
wir den in gesonderten Bestimmungen festgestellten Pr.-Gehalt in Rechnung ge- 
setzt und darauf die Ausbeuten berechnet. 


Der Gang der Gutermanschen Bestimmung braucht nicht  be- 
schrieben zu werden, da dies erst vor kurzem von Ehrlich-Gomolka 
und Cekon!® geschehen ist. Wir kénnen in vielen Punkten die Er- 
fahrungen dieser Autoren bestiatigen, insbesondere, daf bei der End- 
fallung des Pr. nach Somerville et al. langsames Abkiihlen zu 
hoheren und gleichmaBigeren Ergebnissen fiihrt, als plotzliches scharfes 
Abkiihlen. Wir glauben aber nicht, daB die Eichkurve fiir Pr. bei den 
hohen Konzentrationen noch dem Beerschen Gesetz gehorcht. Bei 
unseren Versuchen mit reinem Pr. in Schwefelsaure zeigte sich, daB bis 
zu einem Gehalt von 500 y Pr. in 5 ccm Schwefelsiure Farbintensitat 
und Pr. Menge einander parallel gehen. Fiir die Fallung des Pr. ist es 
nicht gleichgiiltig, ob die Fallung aus Methanol, Athanol oder Aceton 
erfolgt. Nur in letzterem sind die Ergebnisse gleichmaBig, und man kann 
den durch die Léslichkeit bedingten Verlust mit rund 30 y Pr. in 
Rechnung setzen, wenn aus 5ccm Aceton mit 20 ccm Wasser gefallt 
wird. Einen Unterschied zwischen Wasser und verdiinnter Natronlauge 
konnten wir nicht finden. 

Der Rohextrakt der Steroide nach der Hydrolyse in Toluol wird zur 
Entfernung der sauren und phenolischen Steroide mit Natronlauge und 
Wasser gewaschen. Wir haben die von Guterman eingefiihrte Reinigung 
durch Kochen mit methylalkoholischer Natronlauge beibehalten, doch 
ist es wesentlich, den KochprozeB immer in der gleichen Weise durch- 
zufiihren, weil sonst unkontrollierbare Verluste an Pr. auftreten. Wir 
haben festgelegt, daB der Toluolextrakt nicht unter 25 cem konzentriert 
werden darf und konnten so gleichmaBige und zuverlissige Werte er- 
halten. 

Im Verlauf der Analyse sind Verluste an Pr. unvermeidbar. Schon 
beim Kochen des sauren Harns unter Toluol mu8 mit einem Verlust 
gerechnet werden. Bei dem Auswaschen des Toluolextraktes und bei 
dem anschlieBenden Verkochen mit alkoholischer Natronlauge tritt 
ein weiterer Verlust ein. Durch die Entmischung des Methylalkohol- 
Petrolitherextraktes mit Wasser verliert man ungefahr 10° der ab- 
soluten Pr.-Menge. Ein weiterer Verlust von rund 30 y tritt ein, wenn 
das Pr. aus Acetonlésung durch Zusatz der vierfachen Wassermenge 
ausgefallt wird. Insgesamt kann man mit einem Verlust von 100—150 y 
rechnen, der prozentual desto starker ins Gewicht fallt, je kleiner die 
absolute Pr.-Menge ist. In Zusatzversuchen konnten wir aber selbst 
37 y Pr., 100 cem Urin zugesetzt, zu 84°, wiedergewinnen. Allerdings 
mu dabei beriicksichtigt werden, daB in dem Leerversuch, der mit 


4 E. Sutherland u. G. F. Marrian, Biochem. J. 41, 193 [1947]; G. F. Mar- 
rian u. N. Gough, Biochem. J. 40, 376 [1946]. 
10H. Ehrlich-Gomolka u. F. Cekon, diese Z. 288 133 [1951]. 
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Frauenurin in der Menopause angestellt wurde, die obengenannten 
Verluste bereits abgegolten sind. Die Schwankungsbreite der Methode 
liegt nach unseren Erfahrungen bei + 10°,, wenn mindestens 250 y fiir 
die Einzelbestimmung zur Verfiigung stehen. Wir miissen aber betonen, 
daB zuverlaissige Resultate nur zu erhalten sind, wenn die Arbeits- 
vorschrift peinlich genau eingehalten wird, und wir empfehlen, von jeder 
Urinprobe 3 Parallelbestimmungen anzusetzen, um gesicherte Resul- 
tate zu erhalten. Der Pr.-Verlust im Verlauf der Analyse ist schon von 
verschiedenen Seiten untersucht worden. Die genauesten Angaben 
machen Henderson et.al.!!. Sie arbeiten mit einer modifizierten 
Guterman-Methode und finden fiir die einzelnen Analysenabschnitte 
folgende Verluste in y fiir je 100 cem Urin. 


Unvollstandige Extraktion ........ 30y 
Verlust bei der Hydrolyse ........ 30 
Fallung durch NaOH ..... . pa 100 
Hemmung der Pr.-Fallung durch Urinextrakte 50 y 

Insgesamt nehmen sie also einen Verlust von 210 y an. ' 

Durch Anderung der NaOH-Fallung und durch Ausschaltung der 
Hemmung durch Urinextrakte sind nach unserer Methode die Ver- 
luste wesentlich geringer, wir schatzen sie auf 100—150y und sind 
zur Zeit damit beschaftigt diese Verluste im einzelnen festzulegen. 

Das Verkochen mit methylalkoholischer NaOH in Toluol stellt 
zweifelsohne eine bedeutende Fehlerquelle dar. Der ProzeB ist aber zur 
Reinigung des Toluolextraktes notwendig und kann nach unseren Er- 
fahrungen nicht durch Waschen mit wifriger Natronlauge ersetzt 
werden. Der Verlust der in diesem Teil der Methode auftritt, kann je- 
doch experimentell nur schwer gepriift werden, weil der aus dem Toluol 
verbleibende Riickstand nicht direkt kolorimetriert werden kann. 

Aus dem Urin gesunder Frauen im Cyclus und in der Schwanger- 
schaft wird nach unserer Erfahrung das Pr. fast rein gewonnen. Wie 
weit andere Harnsteroide, die unter pathologischen Verhaltnissen ver- 
mehrt ausgeschieden werden kénnen, den Ausfall der Reaktion be- 
einflussen, kann noch nicht entschieden werden. Es erscheint uns aber 
wichtig, darauf hinzuweisen, daB bei geringen Pr.-Mengen zuverlassige 
Werte nur erhalten werden kénnen, wenn die Reinheit des Endproduktes 
gewahrleistet ist. Es ist daher fraglich, wie weit manche mit anderen 
Methoden gewonnene Ergebnisse in quantitativer, teilweise auch in 
qualitativer Hinsicht als exakt anzusehen sind, insbesondere méchten 
wir bezweifeln, ob die weitgehenden diagnostischen, prognostischen und 
therapeutischen Konsequenzen, die man teilweise aus den Ergebnissen 
von Pr.-Bestimmungen gezogen hat, geniigend fundiert sind. Unseres 
Erachtens dirfte die mitgeteilte Methode zum Studium noch unklarer 
Probleme im Bereich der niedrigen Pr.-Ausscheidung geeignet sein. 


11 T, Henderson, N. F.MacLagan, V.R. Wheatley u. J. H. Wilkinson, 
J. Endocrinology 6, 41 [1949]. 
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Beschreibung der Versuche 


I. Apparaturen und Reagenzien 


Um Verunreinigungen durch Stopfen zu vermeiden, wurden ausschlieBlich 
Glasschliff-Apparaturen verwendet. Zur Filtration verwendeten wir die Glasfilter- 
tiegel 39 G 3 und 3 G3 der Firma Schott & Gen. in Jena. 

Alle Schmelzpunktbestimmungen wurden unter dem Mikroskop nach K ofler 
durchgefiihrt*. Die Bestimmung der Extinktionen erfolgte mit dem Pulfrich- 
Stufenphotometer. “Auf peinlichste Sauberkeit aller Glassachen wurde besonders 
geachtet. Sie wurden vor Gebrauch immer mit Chromschwefelsaure gereinigt. 

Alle Lésungsmittel wurden rektifiziert. Von Toluol wurde der zwischen 109 
und 111°C iibergehende Anteil genommen. Methanol war acetonfrei, Athanol 
handelsiiblich unvergiallt 96-proz., Aceton, reinste Qualitat. Der Petrolither, Gaso- 
lin der Firma Shell, wurde 3—4 Tage iiber reiner konz. Schwefelsiure stehen ge- 
lassen und danach der zwischen 30 und 45° iibergehende Anteil verwendet. Schwefel- 
siure und Salzsiure waren reinste Qualitat. 

Natrium hydricum puriss. Merck. Die methylalkoholische Natronlauge 
(2-proz.), wurde taglich frisch angesetzt. 

Pregnandiol wurde uns von der Ciba A.-G. in Basel liebenswiirdigerweise 
zur Verfiigung gestellt. Schmp. 236° C (korr.). 

Das Natrium-Pregnandiol-Glucuronat wurde nach Venning und Browne? 
dargestellt und gereinigt, s.S. 156. Schmp. 268°C (korr.). 18,5 mg dieses Pro- 
duktes wurden in 100 ecm Wasser geliést und mit 50 cem Toluol und 10 ccm Salz- 
siure 15 Min. am RiickfluBkiihler gekocht: Die waBrige Lésung wurde nach dem 
Abtrennen des Toluols noch 3-mal mit je 50ccm Toluol extrahiert. Die ver- 
einigten Toluolextrakte wurden 2-mal mit je 30 ccm Wasser gewaschen, das 
Toluol abgedampft und der farblose kristalline Riickstand gewogen. Schmp. 233°C 
(korr.). Ausbeute 10,48 mg (96% d. Th.). 

Von dem Hydrolyseprodukt ergaben 0,2096 mg in Schwefelsiure dieselbe 
Farbintensitat, wie 0,1746 mg authentisches Pr., d.h. das aus dem Pregnandiol- 
Glucuronat durch Hydrolyse gewonnene Pr. hatte einen Reinheitsgrad von 83%. 


Il. Schwefelsiurereaktion und Anlage der Eichkurve 
Mengen von 50—500 y aut hentischem Pregnandiol in Alkohol gelést, wurden 
eingedampft und der Riickstand mit je 5 ccm Schwefelsaiure versetzt. Die Extink- 
tion wurde mit Filter S 43 bei 10 mm Schicht abgelesen. Mittelwerte aus je 6 Be- 
stimmungen: 


Pregnandiol . . . 50 100 204 306 408 500 
Extinktion .. . 0,105 0,214 0,440 0,660 0,880 1,052 


Ill. Priifung der Fallungsbedingungen 

a) 108 y Pr. in 5 com warmem Aceton gelést, mit 20 cem Wasser gefallt, 3 Min. im 
Wasserbad gekocht und sofort in den Eisschrank gestellt, am anderen Tage 
durch Glasfiltertiegel abgesaugt, 3-mal mit je 5 ccm Wasser gewaschen, der 
Riickstand in Schwefelsiure gelést und die Extinktion nach I]. bestimmt. 

b) 108 y in 5 cem Aceton gelést und im Wasserbad von 75° langsam mit 20 cem 
Wasser gefillt. Nach 1 Stde. wurde die Lésung 2 Stdn. in den Brutschrank 
(40°) gestellt, dann iiber Nacht in den Eisschrank. Am anderen Morgen Be- 
handlung wie unter a). 

c) 91 y Pr.in 5cem warmen Aceton gelést mit 20 cem Wasser gefallt, 3 Min. im 
Wasserbad gekocht und 1 Stde. bei Zimmertemperatur belassen, danach 
im Eisschrank abgekiihlt und wie unter a) behandelt. 


* Fir die Eichung und den Einbau des zur Temperaturmessung verwandten 
Nickelchrom-Konstantan-Thermoelements sind wir Herrn Dr. Peters vom Max- 
Planck-Institut fiir Eisenforschung in Diisseldorf zu groBem Dank verpflichtet. 
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d) 131 y Pr. wie unter a) aus Aceton gefallt, 5 Min. im Wasserbad gekocht, 
2 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann im Eisschrank abge- 


kiihlt und wie unter a) behandelt. 
Ergebnisse: (jeder Wert stellt einen Mittelwert aus 3 Versuchen dar) 








Pr zugesetzt . Ausbeute 
Versuch in y Erhalten y in % 
a 108 66 61 
b 108 58 53 
c 91 64 70 
d 131 126 96 











Samtliche Fallungen wurden daraufhin in der unter d) beschriebenen Form 
als der giinstigsten durchgefiihrt. 
Das Lésungsmittel hat auf die Ausbeute einen erheblichen Einflu8. Es wurden 
verschiedene Mengen von Pr. in 5 ccm kaltem Methanol gelést und mit 20 ccm 
H,O wie unter d) beschrieben gefiallt. 
Ergebnisse: (jeder Wert ist wieder der Mittelwert aus.3 Versuchen) 











Zugesetzt | Erhalten Vides Ausbeute 
in y in y iti in % 
48 0 — 48 0 
- 96 86 —10 90 
191- 116 75 69 
478 400 — 78 84 








Der durchschnittliche absolute Verlust betrug also 52 y mit betrachtlichen Schwan- 








kungen. " 
Derselbe Versuch wurde mit 5 ccm kaltem Athanol wiederholt. 
Zugesetzt Erhalten on Ausbeute 
iny in y in % 
48 0 — 48 0 
96 50 — 46 52 
191 131 — 60 69 
478 431 — 47 90 


Der durchschnittliche Verlust betrug 50 +. 








Derselbe Versuch wurde unter Verwendung von 5ccm warmem Aceton 








wiederholt. 
Zugesetzt | Erhalten absol. Ausbeute 
in y in y Verlust in % 

71 41 — 30 58 
79 54 — 25 68 
91 64 — 27 70 

123 89 — 34 72 

131 126 — 5 96 

236 187 — 49 70 

472 442 — 30 93,6 

524 500 — 24 95,4 

655 632 — 23 96,5 











Der durchschnittliche absolute Verlust betrug 27 y. Er war sehr gleichmaBig und 


wir haben daher bei allen Versuchen die Aceton/Wasserfallung angewandt. 





i. Ce Ba i ke i 
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IV. Petrolatherreinigung von Endprodukten 
der Gutermanschen Methode 


Dreimal je 100 com Schwangerenurin wurden nach der Originalmethode von 
Guterman aufgearbeitet. Die Endprodukte wurden vereinigt und ergaben eine 
intensiv gelbgefarbte Masse, die unter dem Mikroskop keine Struktur erkennen 
lie8. Der Schmelzpunkt war unscharf. Der Riickstand wurde in 5 ccm Methanol 
aufgenommen, mit 10 ccm Petrolather vermischt und nach Zusatz von 2,5 com 
Wasser 2 Min. geschiittelt. Der Petrolither wurde abgetrennt und verworfen, die 
alkoholische Phase noch zweimal mit der gleichen Menge Petrolather ausgeschiittelt. 
Der alkoholische Extrakt wurde eingedampft; der Riickstand war kristallin, 
Schmp. 225 bis 228°C (korr.), und gab mit reinem Pr. keine Schmelzpunkt- 
depression. 


V. Petrolatherreinigung an reinen Lésungen 

Verschiedene Mengen Pr. wurden in 5ccm wasserfreiem Methanol gelist 
und im Schiitteltrichter mit 10 ccm Petrolather (Sdp. bis45°) versetzt. Es trat klare 
Mischung ein. Darauf wurde mit 2,5 ccm Wasser entmischt, 2 Min. geschiittelt, 
der Petrolither abgetrennt und die waBrige Methanollésung noch 2-mal mit 10 cem 
Petrolither ausgeschiittelt. Danach wurde die Methanolfraktion und die Petrol- 
atherfraktion eingedampft und die Trockenriickstinde kolorimetrisch gemessen. 
Es erwies sich als wichtig, daB die benutzten Schiitteltrichter mit Methanol griind- 
lich nachgespiilt wurden, weil sich an der Wand ein Fliissigkeitsfilm bildete, der 
groBe Mengen Pr. enthielt und mit reinem Methanol entfernt werden muBte. 

Es wurden gefunden (Mittelwert aus 3 Versuchen) bei 2-maligem Ausschiitteln: 












































Zugesetzt in y in Methanol % Peng scart % 
0 0 0 
95 90 95 5 5 
286 272 95 2 0,7 
Wurde 3-mal mit Petrolither ausgeschiittelt, erhielten wir folgende Mittelwerte: 
Zugesetzt in y im Methanol we nin y im Petrolather vi 
° 
95 90 95 16 17 
190 183 96 9 5 
282 176 85 27 13 
286 273 95 25 9 
638 586 92 61 10 
Mittelwert 92,6% 10,8 


Bei 3-maligem Ausschiitteln mit Petrolaither ist demnach mit einem Pr.-Ver- 
lust von 10% bei reinen Lésungen zu rechnen. Bei der praktischen Ausfiihrung 
erwies es sich aber als notwendig, 3-mal auszuschiitteln, um bei Urin eine vdllige 
Reinigung der Extrakte zu erzielen. 


VI. Arbeitsvorschrift 


Auf Grund der Erfahrungen, die wir bei dieser Untersuchung der Teilprozesse 
gewonnen haben, haben wir fiir die Extraktion von Urin bei laufenden Unter- 
suchungen folgendes Verfahren angewendet: 

1. In einen Rundkolben mit Normalschliff werden 100 cem Urin und 50 com 
Toluol mit einigen Siedekapillaren unter Riickflu8 zum Kochen erhitzt und nach 
Beginn des Kochens 10 ccm konz. Salzsiure durch den Kiihler zugegeben. Nach 


1° 
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15 Min. wird unter der Wasserleitung rasch abgekiihlt und das Ganze in einen 
Scheidetrichter gegeben. Der dunkel gefarbte Urin wird in einen zweiten Scheide- 
trichter abgelassen, mit 50 ccm Toluol, mit dem der Rundkolben ausgewaschen 
wurde, kraftig geschiittelt und der Toluolextrakt mit der Emulsion nach Ablassen 
des Urins mit der 1. Toluolfraktion im ersten Scheidetrichter vereinigt. Die Toluol- 
extrakte werden 2-mal mit 20ccm n/10-NaOH und 2-mal mit 20 ccm Wasser 
gewaschen. 

2. Nach Auswaschen des Scheidetrichters mit 40 ccm Toluol wird das ge- 
samte Toluol zur Ausfallung von Verunreinigungen aus einem Rundkolben mit 
absteigendem Kiihler abdestilliert, bis das Thermometer 109—110° zeigt, das 
Wasser also verdampft ist. Man liBt etwas abkiihlen, gibt 10 ccm filtrierte 2-proz. 
NaOH in Methanol zu und dampft auf 25 ccm ein; dieses Fliissigkeitsvolumen 
wird an den Kolben durch einen Ring markiert. Die Temperatur muB bis auf 
109—110° steigen, damit das gesamte Methanol entfernt wird. Evtl. muB nach Zu- 
satz von 25 ccm Toluol erneut destilliert werden. 

Der heiBe Toluolextrakt wird durch ein Glasfilter 3 G 3 gesaugt, das K6lbchen 
3-mal mit 10 ccm heiBem Toluol nachgespiilt und die Filtrate in einer Saugflasche 
gesammelt. Den klaren, schwach bis stirker gelbgriin gefarbten Toluolextrakt 
spilt man in ein zweites Rundkdélbchen, spiilt die Saugflasche mit 3-mal 3 ccm 
Toluol nach und verdampft im Wasserbad unter Unterdruck zur Trockne. Die 
Kapillare wird mit Methanol abgespiilt und dieses wird verdampft. 

3. Den Trockenriickstand lést man zur Entfernung weiterer Verunreinigungen 
in 3 ccm Methanol, erwarmt kurz, kiihlt ab, gibt in einen Scheidetrichter und spiilt 
den Kolben 2-mal mit 1 ccm Methanol nach. Dazu gibt man 10 ccm Petrolather, 
der sich mit dem Methanol klar mischen muB, setzt zur Entmischung 2,5 ccm 
Wasser zu und schiittelt 2 Minuten. Die unten befindliche Methanolschicht wird in 
einen zweiten Scheidetrichter abgelassen, indem der erste Schiitteltrichter kreis- 
formig geschwenkt wird. Die in dem ersten Scheidetrichter verbleibende Petrol- 
atherschicht wird vorsichtig abgegossen und erneut 10 ccm Petrolather durch den 
ersten Scheidetrichter in den zweiten gegeben. In diesen wird ein zweites Mal die 
Methanolschicht mit dem Petrolather geschiittelt und die Extraktion in der gleichen 
Weise wiederholt. In jedem Fall sind die Scheidetrichter und auch die Stopfen mit 
Petrolither sorgfaltig nachzuspiilen. 

4. Der Methanolextrakt wird in ein Erlenmeyer-Schliffkélbchen gegeben, 
der Petrolaitherextrakt verworfen und jeder Scheidetrichter mit je 3 x 2 ccm Me- 
thanol nachgespiilt. Desgleichen miissen Stopfen und AuBenrohr mit Methanol 
ausgespiilt werden. Der gesamte Methanolextrakt wird auf dem Wasserbad zur 
Trockne eingedampft, die Trockenriickstiinde in warmem Aceton gelést und dieses 
tropfenweise, unter Umschiitteln mit 20 ccm Wasser versetzt. Die K6lbchen kom- 
men 5 Min. in ein kochendes Wasserbad, wobei ein Teil des Acetons verdampft, 
bleiben dann 2 Stdn. bei Zimmertemperatur und iiber Nacht im Eisschrank stehen. 

5. Den feinen kristallinen, mitunter kaum sichtbaren Niederschlag bringt 
man unter schwachem Saugen auf ein trichterférmiges kleines Glasfilter 39 G3 
und wascht Kélbchen und Filter 3-mal mit je 5 ccm eiskaltem Wasser nach. Da- 
nach lést man den Niederschlag in warmem Athanol, welches man in einen Erle- 
meyer-Schliffkolben auffangt bzw. iiberfiihrt und im Wasserbad zur Trockne ver- 
dampft. Kélbchen und Filter, ebenso der Ablauf des Glasfilters werden nach- 
gespiilt. Die Kélbchen werden im Vacuumexsiccator 20 min getrocknet und der 
Trockenriickstand in 5ccm konz. Schwefelsiure gelést. Unter gelegentlichem 
Umschiitteln entwickelt sich bei Zimmertemperatur innerhalb von 1 Stde. eine 
hell- bis tief-gelbe Farbe, die mit Filter S 43 gemessen wird. Die Konzentration 
des Pregnandiols entnimmt man einer Eichkurve, oder berechnet die Menge nach 
der Formel # x 100/0,214 = mg Pr in der Probe. Enthalt der Athanolextrakt 
mehr als 0,5 mg Pregnandiol, so wird er auf ein bekanntes Volumen aufgefiillt 
und nur ein aliquoter Teil zur Bestimmung eingedampft und mit Schwefelsaure 
versetzt. Die Verdiinnung ist zu beriicksichtigen. 
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Abb. 1. Vergleich der gefundenen Werte mit der mit reinem Pregnandiol 
gewonnenen Eichkurve. 


Bei Zusatzversuchen, die unter den oben genannten Einschrinkungen zu 
bewerten sind, erhielten wir die in Tab. 2 angegebenen Ausbeuten. 


Tab. 2. 
Zusatz von Na Pr Gl zu Frauenurin mit geringem Pr.-Gehalt 





Sammelurin von P 
: r. zu 100 ccm , : 1 
Frauen in der Meno- Erhalten in y Wieder- 
als Glucuronat gewonnen in 


pause. . aaa 
,,Leerwert“ von hineugeligs in n. Abzug des 


100 cem in y y 


insges. ,,Leerwertes‘‘ a 





74 134 
74 1a} 134 64 86 
74 133 
200 
10) 199 129 
199 
Cite A: 290 

2004 291 
294 
70) 434 
71! 70 437! 435 
70) 435 


804 
2344 
2344 


804 
sw 803 
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Tabelle 2 (Fortsetzung) 
S luri 
Pane ie wal Pr. zu 100 com Erhalten in y Wieder- 
pause. als Glucuronat gewonnen in 
>, Leerwert** von hinzugefiigt in : n. Abzug des 
100 ccm in y y insges. _|,, Leerwertes“ wh 
37 53 
37 | 68 31 84 
37 71 
Urin B: 450 489 
450 son} 489 452 100 
450 485 
40 750 a4 -_ 748 100 
8 37 750 7935 ‘°° 
36 
Urin C: 
50 276 292 
50$ 49 276 23} 293 244 88 
48 276 293 














Durchschnittliche-Wiedergewinnung: 94%. 

Durchschnittliche Abweichung vom Mittelwert: e,, = + 1,35%. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir eine Sachbeihilfe 
und ein Stipendium aufrichtig dankbar. 


Fiir die technische Hilfe bei Durchfiihrung der Versuche sind wir Fraulein 
B. Schleinzer und Herrn E. Keil zu besonderem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 

Es wird eine kolorimetrische Methode zur quantitativen Pr.-Bestim- 
mung in Urinen mit geringem Pr.-Gehalt beschrieben. 

Die Spezifitit der Methode wurde durch den Nachweis der Reinheit 
ihrer Endprodukte gesichert, die Empfindlichkeit durch Zusatz von 
Na Pr Gl zu Urinen gepriift. Es mu8 jedoch bemerkt werden, daB 
durch Zusatzversuche allein der absolute Verlust bei dem Analysen- 
gang nicht ermittelt werden kann. 

Die Methode hat sich zur Erfassung geringer Schwankungen der 
Pr.-Ausscheidung wie sie im Cyclus vorkommen, als geeignet erwiesen. 
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Uber einen der Hyaluronidase ahnlichen Faktor im Hundespeichel 
Von 
Heinz Gibian 
Aus dem Hauptiaboratorium der Schering A.G., Berlin-West 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Marz 1951) 


Die Hyaluronsaure ist — neben der Chondroitinschwefelsiure — als 
Hauptbestandteil der sogenannten ,,Grundsubstanz‘‘ des Bindegewebes 
erkannt worden. Je nach Polymerisationsgrad dieser Mucopolysaccharid- 
siuren wird die Grundsubstanz entweder zum zellverbindenden Ge- 
webskitt oder stellt ein Medium dar, das fiir den extravaskuliren Trans- 
port von Fliissigkeit, gelésten Stoffen und ungelésten Partikeln (wie z. B. 
Bakterien) mehr oder minder permeabel ist. 

In zahlreichen Geweben, vor allem in Saugertestikeln, und in 
Kulturlésungen vieler Bakterien kommen Fermente vor — sogenannte 
Hyaluronidasen —, die die Permeabilitat dieser ,,Grundsubstanz‘ durch 
Abbau der Hyaluronsiure erhéhen!. 

Die verstirkte Ausbreitung — das ,,spreading’‘ — einer subcutan 
injizierten Farbstofflosung in vivo und vor allem die ,,mucinolytische“, 
d.h. die viskosititssenkende Wirkung auf eine Hyaluronsdurelésung 
in vitro sind Teste auf solche Hyaluronidasen. Weitergehende Hydrolyse 
wird durch Auftreten reduzierender Gruppen angezeigt. 

In Speicheldriisen von Ratten? und von Kaninchen® konnte bisher keine 
Hyaluronidase nachgewiesen werden. Geringe Mengen sollen (im menschlichen ?) 
Speichel vorkommen‘. Ein spreading-Faktor wurde in 10% der untersuchten 
menschlichen Speichel gefunden®; méglicherweise handelte es sich hier jedoch um 
Kallikrein®, das allerdings einen véllig anderen Reaktionsmechanismus wie Hyalu- 
ronidase zeigt’ und vor allem keine viskositétssenkende Wirkung besitzt* 1°. 

Ein die Infektiositat von Tollwutvirus erhéhender Faktor (also ein ,,spreading- 
Faktor“) wurde im Hundespeichel festgestellt und als der Hyaluronidase nahe- 
stehend vermutet®, 

Das Vorkommen eines thermolabilen mucinolytischen Faktors mit 
spreading-Eigenschaften im Hundespeichel konnte von uns bestitigt 
werden. MengenmiaBig ist pro ccm Speichel durchschnittlich 4/39—"/59 
der Wirksamkeit eines Extraktes von 1 g Stierhoden enthalten. Die 
zuniachst naheliegende Annahme des Vorliegens einer bakteriellen Hyalu- 
ronidase erscheint ausgeschlossen: Es bestand keinerlei Parallele? zur 


1 Ausfiihrliche Literaturzusammenstellung s. H. Gibian, Angew. Chem. 63, 
105 [1951]. 

2 §.L. Leonhard, P.L. Perlman u. R.Kurzrok, Endocrinology 39, 
261—269 [1946] und eigene Untersuchungen. 
L. W. Wattenberg u. D. Glick, J. biol. Chemistry 79, 12183—1228 [1946]. 
E. Werle, F. Turtur u. R. Bauereis, Biochem. Z. 319, 337—343 [1949]. 
H. Niggemeyer, Mschr. Kinderheilkunde 98, 67—69 [1950]. 
J. F. Christensen, J. Pathology 48, 287—290 [1939]. 
J. Madinaveitia, Biochem. J. 33, 347—356 [1939]. 
R. Béquignon u. Mitarbb., Ann. Inst. Pasteur 76, 283—285, 285—287 
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Bakterienflora des Speichels, ferner war ebenfalls unsteriler Speichel 
von Menschen und Pferden stets negativ im Viskositatstest. Der Test 
war empfindlich genug, um noch etwa 1/,9) der beim Hunde gefundenen 
Wirksamkeit nachweisen zu kénnen. Eine vorherige subcutane Appli- 
kation von Pilocarpin zur erleichterten Gewinnung gréBerer Speichel- 
mengen fiihrte nicht zu einer Verdiinnung des aktiven Faktors; ebenso 
war es gréBenordnungsmahig gleichgiiltig, ob vor oder nach dem Fiittern 
der Speichel abgenommen wurde. 

Durch Gefriertrocknung wurde ohne Wirksamkeitsverlust ein 
Trockenpraparat erhalten. 
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Abb. 1. Wirksamkeit des Speichelfaktors (o—o) im Vergleich zur Testes- 
Hyaluronidase (+—-+) gegen Augenhyaluronsdure (links) und verdiinnte 
Synovialfliissigkeit (rechts). 


Intracutane Injektion zusammen mit Tusche ergab deutliche Ver- 
gréBerung (spreading) des Farbflecks im Vergleich zur Kontrolle. Die 
GréBenordnung war der bei Verwendung von Testes-Hyaluronidase ver- 
gleichbar. 

Zur weiteren Charakterisierung wurde der Speichelfaktor mit 
Stiertestes-Hyaluronidase zunichst viskosimetrisch verglichen. 

Als Substrat wurde einerseits Hyaluronsiure aus Glaskérper be- 
nutzt, andererseits verdiinnte Synovialfliissigkeit, deren Viskositét 
ebenfalls auf ihrem Hyaluronsiuregehalt beruht. 

Wiahrend sich die Relation der Aktivitiiten verschiedener Testes- 
Hyaluronidase-Praparate untereinander mit beiden Substraten nicht 
wesentlich unterschied, ergaben sich fiir die Speichelproben bei gréBerer 
Schwankungsbreite auch gr6éBere Differenzen. 

Das py-Optimum liegt fiir den Speichelfaktor wie fiir die Testes- 
Hyaluronidase im sauren Gebiet, jedoch verliuft die py-Kurve des 
Speichelfaktors wesentlich steiler (Abb. 1). 

Eine Messung mit Synovialfliissigkeit unter py 4,5 ist wegen darin 
auftretender Ausfallungen nicht méglich. Uber py 4,5 war innerhalb des 
MeSbereiches der Methode keine Aktivitit des Speichelfaktors feststell- 
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bar, so daB in Analogie zum Kurvenverlauf bei der Augenhyaluron- 
siure die angegebene Zeichnung berechtigt erscheint. 

Der zeitliche Verlauf der Viskositaitsabnahme stimmte auch bei 
Ansatzen unter anderen Bedingungen des pg und der Salzkonzentration 
bei beiden mucinolytischen Faktoren normalerweise iiberein (Abb. 2). 

Wurde die Fermentkonzentration jedoch soweit gesenkt, daB erst 
nach 20 Stdn. bei 30° die Viskositaét merklich abgenommen hatte, so 
erwies sich der Speichelfaktor hier relativ wirksamer als die Testes- 
hyaluronidase. 

Die Viskositét von Hyaluronsaurelésungen, wie auch die Hyaluroni- 
dasewirksamkeit hierauf, sind sehr von der Salzkonzentration abhingig?. 
Unter sonst gleichen Bedingungen wurde die Speichelwirksamkeit 
wesentlich starker als das Testesferment hierdurch beeinfluBt. 

Menschliches Serum enthalt einen unspezifischen thermolabilen 
Hyaluronidase-Inhibitor®. Dieser hemmte, wenn auch quantitativ 
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Abb. 2. Viskositatsabnahme von Augenhyaluronsaéure bei Einwirkung von 
Hundespeichel (+---+) und Testes-Hyaluronidase ,,Kinetin‘“ (Schering) 
(1 E/ecm; x—x); py 4,5; n/5-Na-Acetat + 5,4% NaCl. 

Ordinate: Auslaufzeit; Abszisse: Reaktionszeit. 


anders, den Speichelfaktor im Viskosititstest ebenfalls. Ferner wurden 
sowohl Testes-Hyaluronidase wie auch der Speichelfaktor durch einen 
in der Cystenfliissigkeit einer Cystenniere vorhandenen thermostabilen 
Inhibitor unbekannter Konstitution gehemmt. 

Mischt man Testes- und Hundespeichelfaktor, so erfolgt bei py 4,5, 
viskosimetrisch gemessen, Addition bzw. eher noch Steigerung der Wirk- 
samkeiten. Bei py 6,5 jedoch ist nicht nur der Hundespeichel praktisch 
unwirksam, sondern er hemmt die Testes-Hyaluronidase vollstindig. 
Menschlicher Speichel dagegen verhalt sich indifferent. 

Hundespeichel spaltet Hyaluronsiure bei py 4,5 bis zum Auftreten 
reduzierender Substanzen, nicht jedoch bei py 6,5. Zugesetzte Testes- 
Hyaluronidase wird auch hier bei py 4,5 wieder gefunden, bei py 6,5 
jedoch, je nach Mengenverhiltnissen, mehr oder minder vollstindig ge- 
hemmt. Menschlicher Speichel hemmte wie im viskosimetrischen, auch 
im reduktometrischen Test die Testes-Hyaluronidase wieder nicht. Im 
Gegensatz zum Hundespeichel autolysierte er jedoch bei py 6,5, ver- 
starkt bei Zugabe von Hyaluronsiure. (Im Hinblick auf die Unwirk- 
samkeit im Viskositatstest kann es sich nicht um eine abbauende Wir- 
kung auf die Hyaluronsiure handeln.) . 


® A. Dorfman, Ann. New York Acad. Sci. 52, 1098—1104 [1950]. 
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Ein einheitliches Ferment ,,Hyaluronidase‘‘ ist bisher noch nicht 
bekannt geworden. Alle bisher beschriebenen Produkte stellen mehr oder 
minder komplizierte Gemische dar. Eine Identitét aus verschiedenen 
Quellen stammender Priaparate kann daher kaum erwartet werden. 

Auf Grund der angefiihrten prinzipiellen Eigenschaften des unter- 
suchten thermolabilen Hundespeichelfaktors, nimlich der Fahigkeit, 
Hyaluronsiure bis zu reduzierenden Substanzen abzubauen und sprea- 
ding-Wirkungen zu entfalten, darf man ihn wohl der Hyaluronidase- 
Gruppe zuziahlen. 

Ob er im Hinblick auf die Differenzen im Vergleich zur Testes- 
Hyaluronidase als dieser sehr fernstehend anzusehen ist oder ob die 
Unterschiede auf dem Gehalt aktivierender oder inaktivierender Be- 
gleitstoffe beruhen, mu8 vorliufig dahingestellt bleiben. Ebenso muB 
offenbleiben, ob die physiologische Bedeutung dieses Faktors etwa darin 
liegt, daB der Hund (anders als Pferd oder Mensch) iiblicherweise die 
bindegewebsreichen (also stark hyaluronsiurehaltigen) Organe mit 
seinem Speichel zur Verdauung vorbereiten mu. Auf die epidemiologi- 
sche Bedeutung bei der Tollwutverbreitung sei nur kurz verwiesen. 


~ Beschreibung der Versuche 


Substrat: 

1. Rohe Hyaluronsaéure, durch Fallen von homogenisiertem Rinderaugen- 
glaskérper mit 5 Vol. Aceton, Extraktion des getrockneten Niederschlags, 
soweit nicht anders vermerkt, mit 100-facher Menge 6-proz. NaCl, Zugabe 
von 10 Vol.% 2-n.Na-Acetatpuffer py 4,5. 

2. Rohe Hyaluronséure, durch Extraktion gepulverter, acetontrockener 
menschlicher Nabelschniire mit 30 Vol. 1-proz. NaCl, fallen mit 5/,-facher Menge 
mit Kaliumacetat gesattigtem Alkohol bei py 8,5, dialysieren des in Wasser auf- 
genommenen Niederschlags und Gefriertrocknung. Lésen wie oben. 

3. Synovialfliissigkeiten aus Kniegelenken menschlicher Leichen, je nach 
Viskositét auf das 5—10-fache mit gleichem Lésungsmittel wie oben ver- 
diinnt. 

Testes-Hyaluronidase: Benutzt wurde das aus -Stiertestikeln hergestellte 

handelsiibliche Hyaluronidase-Priparat Kinetin (Schering, Berlin-West). 

Testprinzip: Bestimmung der Zeit, nach der die Viskositat des Substrat/Fer- 
mentansatzes bis auf den Mittelwert zwischen Substrat und Lésungsmittel abge- 
sunken ist. Diese Zeit ist der Fermentaktivitat umgekehrt proportional. 

Die Ferment-Einheit enthalt ein ccm einer Lésung dann, wenn er zu 5 com 
Substrat zugesetzt, bei 30° die Viskositaét innerhalb von 10 Min. auf den Mittel- 
wert senkt. 

Methode: Kleine Reagensglaser mit 0,5 ccm Substratlésung. Nach Zusatz 
von 0,1 ccm Fermentlésung alle 2 Min. Bestimmung der Auslaufzeit einer geeignet 
ausgezogenen, mit 2 Marken versehenen 0,1-ccm-Pipette. 

Berechnung: 

10 x Verdiinnung der Fermentlésung 
Zeit bis zur Erreichung des Mittelwertes 


Standard: Stets wurde ein Standardpriparat mitgetestet, so daB die unten 
angegebenen Einheiten— soweit nichts anderes vermerkt — direkt untereinander 


vergleichbar sind. 
Reduktometrische Messungen: Lésungsmittel durchgangig n/10-Na- 


triumacetatpuffer p,, 4,5 oder py, 6,5 mit 1% NaCl. 


= E/ecm 
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Endkonzentration der Hyaluronsaure im Versuchsansatz 0,2%. Ansatz 0,5 ccm 
oder 1 ccm; nach 24 Stdn. bei 37° enteiweiBen mit 9 Vol. 0,2-proz. Wolframat- 
lésung; Zentrifugat nach Folin™ kolorimetriert. 

Der Speichel wurde den geknebelten Tieren durch Abstreifen des Maul- 
inneren mit einem Reagensglas entnommen und anschlieBend zentrifugiert. 


Vorkommen im Speichel: 























er E/ccm gegen 
Herkunft ahider | 4, genhyalu-| Synovial- Bemerkungen 
Proben m Ee ae 
ronsaure flissigkeit 
Mensch . . 1l < 0,05 
Mensch. . 1 < 0,005 
5 mit 2-proz. H,O, zur 
Mensch. . : < 0,05 Priifung auf Kallikrein 
Pferd. .. 2 < 0,05 
von 6 Hunden an 
Hund. . . 18 Zoos | gai | 9% Tagen wahrend 
ae — 4 Wochen 
nach 2 mg Pilocarpin 
Hund... 1 0,7 subcutan 
0,4 vor dem 
Hund. . . 1 0,7 nach } Fiittern 
1 vor 2 Min. 
Hund... 1 0 nach } bei 100° 














Gefriertrocknung von 17,5 ccm eines zentrifugierten Hundespeichel-Ge- 
misches mit 14 E (Augensdure) ergab 210 mg (= 12 mg/ccm) weifen Pulvers mit 
insgesamt 16—17 E (=0,08 E/mg). Ein anderes Mal wurden 5 mg/ccm mit 0,18 E/mg, 
also wiederum etwa 0,9 E/ecm gewonnen. 


Vergleich von Speichelfaktor und Testeshyaluronidase 























Art des . Speichel- | ,"°s#*- 
Vergleichs Substrat | Bedingungen] “itor hyaluro- | Bemerkungen 
nidase 
spreading Kaninchen- Flachenzunahme 0,1 com tusche- 
riicken 0,2 E 10’ in % haltige physiol. 
20’ + 25 + 30bis} NaCl-Lsg. 
+ 90 + 80 
verschiedene | Augenhyalu- | iiblicher Vis- Einheiten 8 Testesprapa- 
Substrate ronsaure (A) | kositatstest i* 1* rate, auch ver- 
Pu 4,5 schiedener Auf- 
: ; = arbeitungsstu- 
Synovial- iiblicher Vis-| 1—9 |1,0—1,3 | fen; 7 verschie- 
flissigkeit | kositatstest |@ = 3,4 |@ =1,2 | dene Speichel- 
(8) Pu 4,5 proben 








* Wert beliebig gleich 1 gesetzt. 
10 G. Favilli, Nature [London] 145, 866—867 [1940]. 
1 Q, Folin, J. biol. Chemistry 77, 421—430 [1928}. 
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(Fortsetzung der Tabelle.) 
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—— Testes- 
= Substrat | Bedingungen Speichel- hyaluro- | Bemerkungen 
ergleichs faktor id. 
nidase 
py-Optimum Viskositats- Einheiten fiir py 4,5 n/5- 
test Acetatpuffer, 
A Pu 3 ~ 40 0,5 dieser fiir py 3,5 
3,5 ~ 30 1,5 u. 4 mit HCl an- 
4 5 1,2 gesauert; fiir pq 
4,5 1* 1* 4—7,5 Citrat- 
5,5 0,1 0,8 puffer nach 
6,5 0,4 McIlvaine; 
7,5 0,1 alles mit iwibli- 
chem NaCl-Zu- 
satz 
8 4,5 1? i* S. unter 4,5 
5,5 0,25 0,4 nicht meBbar 
6,5 0,09 0,16 wegen Fallun- 
7,5 0,02 0,07 gen 
EinfluB der Viskositats- Kinheiten Normaltest 
Salzkonzen- test 
tration A- py 4,5 [* i= 
Gesamtsalz- 
konz. 
~ 6% 
~1% 50 2—3 1: 3 verdiinnter 
Mcllvain-Puffer 
mit 0,27% NaCl 
Inhibitor- Viskositats- Wirksamkeits- Die Ferment- 
wirkungen test abnahme lésungen wurde 
A Py 3,5; vergleichsweise 
menschl. Se- 1:10 mit Wasser 
rum unver- bzw. dem betr. 
diinnt 50% 70% Inhibitor ver- 
= diinnt u. nach 
verdiinnt . 1 Stde. bei 30° 
1:3 30% 0 getestet 
Ss pu 4,5; Cy- 25%, 22% 
stenfliissig- 
keit mit und 
ohne Vor- 
bebriitung 
1 Stde. bei 56° 
verschiedene | Nabelschnur-| jiblicher Vis- Einheiten Messung der Vis- 
Reaktions- hyalurons- | kositatstest 1* i> kositatsabnah- 
dauer sure (N) Pu 4,5 me nach 10—30' 
Langzeit- dto., aber nach 
viskositats- 20h, bei entspr. 
test?? py 4,5 3—4 l niederer Fer- 
mentkonz. 





* Wert beliebig gleich 1 gesetzt. 


12 H. Gibian, diese Z, 289, 1—5 [1951]. 
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(Fortsetzung der Tabelle.) 


















































* Wert beliebig gleich 1 gesetzt. 











. Testes- 
Vengheichs Substrat | Bedingungen — hyaluro- | Bemerkungen 
nidase 
Freilegung N Pu 4,5 y ,,Glucose“ Zahlenangaben 
reduzieren- 0,08 E/ccm 20 beziehen — sich 
der Gruppen 0,2 mg/cem 40 auf den Test- 
5 mg/com 140 ansatz 
PH 6,5 
0,08 E/ccem 60 
5 mg/cem 0 
Wirkung von N iiblicher Vis- Einheiten Spei- 
Hundespei- kositatstest chel- 
chel auf Pu 4,5 fakt. u. 
Testeshya- Testes- 
luronidase hyal. 
zu- 
sam 
men ber. 
Ir} 18 < 0,5 2,8 0,16 E 
Pu 6,5 < 0,1 0,2 <0,1 
II 
Langzeit I: 2,5 mg 
Viskositits- II: 60 mg 
test py 4,5 6,1 0,15 6,3 | Speichel- 
Il substanz 
redukto- y Glucose pro Einh. 
metr. py 4,5 Testeshy- 
I} 40 20 | 66 | aluroni- 
= dase 
II 140 20 166 
Pa 6,5 
I 0 60 40 
II 0 60 0 
Wirkung von Viskositats- Kinheiten 
menschl, N test py 4,5 <0,5 <0,5 |< 0,5 | ber. 
Speichel auf II 0,16 E 
Testeshyalu- 
ronidase Py 6,5 II < 0,1 0,2 0,3 
Langzeitvis- 
kositatstest 
Pu 4,5 II 0 0,2 0,2 
redukto- y ,,Glucose‘‘ ** ohne 
metrisch Hyaluron- 
pu 6,5 II 145** 60 215 |saure 100 
Kil 30 60 85 |IIL: 12mg 
| 0 60 70 | Speichel 
pro Kin- 
heit 
Testes- 
hyaluroni- 
dase 
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Zusammenfassung 


Es wird das Vorkommen eines hyaluronidase-ahnlichen Faktors im 
Hundespeichel beschrieben. Sowohl beim Viskositits- wie im Re- 
duktionstest ist seine Wirksamkeit ausgesprochen auf den sauren 
Pu-Bereich beschrinkt. Im menschlichen und Pferdespeichel fehlt ein 
derartiger Faktor. 

Ferner wurde im Hundespeichel ein Inhibitor der Testeshyaluroni- 
dase gefunden, der lediglich im annihernd neutralen, aber nicht im 
sauren py-Bereich den viskosimetrischen wie den reduktometrischen 
Test hemmt. Im menschlichen Speichel tritt dieser Inhibitor nicht auf, 
es kann sich also wohl nicht einfach um eine kompetitive Hemmung 
durch ein Speichelmucopolysaccharid handeln. Menschlicher Speichel 
autolysierte im Gegensatz zu Hundespeichel. 
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Untersuchungen zur Reindarstellung des Magenkathepsins 
Von 
R. Merten*, G. Schramm, W. Gra8mann und K. Hannig 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Abteilung Virusforschung, Tiibingen, und aus der 
Forschungsstelle fiir Eiwei8 und Leder in der Max-Planck-Gesellschaft, Regensburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. November 1951) 


Willstatter und Bamann! haben schon 1929 in der Magen- 
schleimhaut ein dem Organkathepsin ahnliches Enzym nachgewiesen ; 
sie fanden dieses ,,Magenkathepsin“ jedoch nicht im Magensaft. Er- 
gebnissen japanischer Autoren?, die bereits 1909 eine solche im schwach 
sauren Gebiet wirksame Proteinase hierin aufgefunden hatten, wurde 
keine besondere* Bedeutung beigemessen. Erst Freudenberg und 
Buchs® haben 1940 erneut auf die Existenz eines solchen Fermentes 
im Magensaft und auf seine Bedeutung fiir die Verdauung der Nah- 
rungsproteine hingewiesen*. Diese Befunde wurden von Merten und 
Ratzer, Merten, Ratzer und Kleffner® sowie von Demole und 
Milhaud® bestiatigt und erweitert. Auch im Magensaft von Neu- 
geborenen konnte neben dem Pepsin eine katheptische Proteinase 
nachgewiesen werden’. Der Erwachsene spaltet seine Nahrungs- 
proteine ebenfalls vornehmlich im schwach sauren Bereich mit Hilfe 
dieses Magenkathepsins®. 

Die Griinde, warum diese zweite Proteinase des Magens im Magen- 
saft bisher iibersehen wurde, sind nach Buchs? vor allem in unzureichen- 
den Versuchsbedingungen zu suchen. Sie liegen u. E. aber auch in dem 


* Z. Zt. Medizinische Poliklinik der Universitat Mainz. 

1 R. Willstatter u. E. Bamann, diese Z. 180, 127 [1929]. 

2 M. Takemura, diese Z. 63, 201 [1909]; K. Hirayama, diese Z. 65, 290 
{1910}. 

3 E. Freudenberg, Enzymologia [Amsterdam] 8, 385 [1940]; S. Buchs, 
Diss. Basel 1940; E. Freudenberg u. 8. Buchs, Schweiz. med. Wschr. 79, 249 
[1940]; E. Buchs, Die Biologie des Magenkathepsins. 8S. Karger-Verlag Basel- 
New York 1947. 

4 §. Buchs u. E. Freudenberg, Erg. d. Inn. Med. N.F. 2, 544 [1951]. 

5 R. Merten u. H. Ratzer, Klin. Wschr. 1949, 587; R. Merten, H. Ratzer 
u. U. Kleffner, Klin. Wschr. 1949, 635. 

6 G. Milhaud, M. Demole u. J. Epiney, Helv. med. Acta 16, 244 [1929]; 
M. Demole u. G. Milhaud, Arch. Maladier Appar. Digest. 1949, 1186. 

7 K.Lehmacher, E.Lommer u. R. Merten, Arch. Gynakol. 179, 98 
[1950]; K. Lehmacher u. R. Merten, Klin. Wschr. 1951, 322. 

8 R. Merten, Gastroenterologia [Basel] 76, 255 [1950/51]; R. Merten, 
H. Ratzer u. U. Kleffner, Z. klin. Med. 146, 383 [1950]; Dtsch. Z. Verdauungs- 
u. Stoffwechselkrankh. 10, 169 [1950]; F. Bramstadt, Dtsch. Arch. klin. Med. 
197, 537 [1950]. 

® §. Buchs, Enzymologia [Amsterdam] 18, 208 [1949]. 
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sehr verschiedenen Gehalt an Kathepsin in dem aus Magenschleimhaut 
gewonnenen Ausgangsmaterial. Auch in den nach Northrop gewonne- 
nen kristallisierten Pepsinpraparaten ist Kathepsin nachweisbar; wahlt 
man in den pq-Aktivitaitskurven die Intervalle in dem pyg-Bereich von 
2,6 und 4,0 klein genug, so findet man auch hier einen zweiten Gipfel. 
Die Uneinheitlichkeit und Inhomogenitiét auch reiner, mehrfach um- 
kristallisierter Pepsinpraparate ist schon von verschiedenen Autoren!°® 
beobachtet worden, die auch elektrophoretisch in krist. Priparaten Bei- 
mengungen anderer Proteine feststellen konnten. Versuche zur Tren- 
nung der beiden Magenproteinasen mit den iiblichen Methoden der 
Adsorption und Elution, der Elektrophorese, der Ultrazentrifugation 
und Flotation sind von Demole und Milhaud?!* durchgefihrt 
worden, jedoch bisher ohne Erfolg. Auch diese Autoren beobachteten 
in krist. Pepsin neben einer Hauptkomponente, die 83,5°% des Proteins 
ausmachte, drei weitere Komponenten. 

Buchs und Freudenberg‘ glauben, aus dem einheitlichen Ver- 
halten, das die beiden Proteinasen im Magensaft in mancher Hinsicht 
zeigen, auf eine ,,einheitliche Magenproteinase“‘ schlieBen zu k6nnen, 
in der ,,Pepsin, Kathepsin und auch Parachymosin drei verschiedene 
Manifestationen ein und desselben Grundkérpers sind. Eine Reihe von 
Ergebnissen, die sowohl in vitro wie in vivo von uns gewonnen wurden 
und iiber die an anderer Stelle ausfiihrlich berichtet wird, lieBen jedoch 
starke Bedenken gegen diese Auffassung von Freudenberg und Buchs 
aufkommen. Die vorliegenden Ergebnisse sollen einen ersten Beitrag zur 
Kiarung dieser Frage mit praparativen Methoden geben. 


A. Kathepsinanreicherung 
durch Aussalzung bei bestimmtem py 

Als Ausgangsmaterial diente ein salzsaurer Extrakt aus der Magen- 
schleimhaut von Schweinen, der uns von den Nordmark-Werken 
fiir diese Versuche in groBer Menge zur Verfiigung gestellt wurde!?. 
Dieser Extrakt enthielt im Gegensatz zu den sonst erhaltlichen Pepsin- 
praparaten wesentlich mehr Kathepsin. Bei der Herstellung wie bei der 
Weiterverarbeitung soll ein py-Wert von 6 nicht iiberschritten werden; 
Pepsin und vor allem Kathepsin erweisen sich oberhalb von py 6 als. 
sehr empfindlich*® (s. auch Philpot}*). Aus diesen Ausgangslésungen, 
die noch sehr viel Mucin enthalten, lieBen sich beide Magenproteinasen 


10 A, Pisslius, G. E. Henschen u. H. Svensson, Biochem. J. 82, 1814 
[1938]; G. Agren u. E. Hammarsten, Enzymologia [Amsterdam] 4, 49 [1937]; 
J. Steinhardt, J. biol. Chemistry 128, 115 [1938]; 129, 135 [1939]; E. Wiede- 
mann, Scientia Pharmaceutica [Wien] 17, 45 [1949]; H. Hoch, Nature [London] 
165, 278 [1950]; R.M.Herriott, V.Desreux u. J.H.Northrop, J. gen. 
Physiol. 28, 439 [1940]. 

11M. Demole u. G. Milhaud, Amer. J. Digest. Diseases 18, 43 [1951]. 

12 Wir sind den Nordmark-Werken fiir dieses Entgegenkommen zu groBem 
Dank verpflichtet. 

13 J. St. L. Philpot, Biochem. J. 29, 2458 [1935]. 
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mit etwa der gleichen Ausbeute durch Ammonsulfat bei 60-proz. Siatti- 
gung ausfallen. Eine Trennung durch Fraktionierung bei verschiedener 
Ammonsulfat- oder Magnesiumsulfatsittigungskonzentration gelang 
ebensowenig wie mit Alkohol oder Aceton in der Kilte. Dagegen lieBen 
sich die mucinhaltigen Beimengungen weitgehend entfernen und gleich- 
zeitig eine Anreicherung der Fermentaktivitat erreichen. Der bei 60-proz. 
Ammonsulfatsattigung ausfallende Niederschlag lieB sich nach Zugabe 
von verd. NaOH bis pq 5 fast vollkommen in Lésung bringen. Aus 
dieser Lésung kann bereits bei 30—50-proz. Ammonsulfatsattigung die 
Pepsin- und Kathepsinaktivitaét vollkommen ausgefallt werden. Der 
dabei erhaltene Niederschlag wurde ebenfalls bei py 5 gelést und von 
einer gelegentlich noch vorhandenen Tribung durch Filtration iiber 
Filter-Cel befreit (X,). Durch eine Verschiebung des py mit verd. HCl 
lieB sich nun eine Anreicherung des Kathepsins erreichen. Bei pg 4,2—3,8 
flockte ein Niederschlag aus, der unter den gleichen Bedingungen wie 
X, in Lésung gebracht wird und in dem das Verhiltnis von Pepsin : Ka- 
thepsin (P:K) deutlich zugunsten des Kathepsins verschoben war (X,). 
Entsprechend war in dem Filtrat X,F mehr Pepsin im Vergleich zur 
Kathepsinaktivitaét enthalten als im Ausgangsmaterial MS bzw. in X,. 
Wurde das py in X,F noch weiter ins Saure gebracht, so fiel bei pq 
3—2,8 ein zweiter Niederschlag aus, in dem das Verhaltnis P:K weiter 
zugunsten des Pepsins verschoben war. 


Magenschleimhautextrakt (MS) 


60-proz. Ammonsulfatsattigung 
Lésung bei py 5 

50-proz. Ammonsulfatsattigung 
Lésung bei py 5 
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Die Ausbeute von X, hingt wesentlich vom Eiwei8- und Salzgehalt 
von X, ab; am giinstigsten fiir die Gewinnung kathepsinreicher Frak- 
tionen erwies sich ein Proteingehalt von 2—3% und ein Salzgehalt 

12* 
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Abb. 1. Anreicherung des Kathepsins durch Ammonsulfatfaillung bei py 3,8. 
Ordinate: Abbau in Hamoglobineinheiten /mg Protein-N. Ms A——A P:K = 3,18:1. 
F, O——O P:K = 2,93:1. F, x—-—x P:K = 2,17: 1. F, @----@ P:K =1,67:1. 


Vgl. auch Anmerkung * zu Tab. i 


(bezogen auf die Ammonsulfatkonzentration) von 10°. Wiederholt man 
mit der bei pg 5 gelésten X,-Fraktion die Verschiebung des py auf 3,8, 
so kommt es zu einer weiteren Anreicherung der Kathepsinaktivitat, 
verglichen zur Pepsinaktivitit (X,). Eine mehr als zweimalige Aus- 
faillung fihrt nicht zu giinstigeren Ergebnissen und ist auch wegen der 
Verluste in der Gesamtausbeute an Enzymaktivitat nicht zu empfehlen. 
Den Vorgang einer solchen Kathepsinanreicherung (wir verweisen im 
einzelnen auf den Versuchsteil) zeigt Tab. 1. , 
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Tab. 1. Gewinnung einer kathepsinreichen Fraktion unter gleichzeitiger Steigerung 
des Reinheitsgrades. 









































oe - a 
3 usbeute 
= ee Enzymaktivitat * Gesamt- < of 
Fraktion = a P:K aktivitat | der Aus- 
Sp = : gangs- 
8 36 je ml |jemgP.N. menge 
mE PE | KE| PE! KE | PE} KE| P| K 
18 VE ae 10000| 0,734] 3,18] 0,140' 0,044] 0,191; 0,060]1400! 440 | 100 / 100 
F, = 60-proz. ~~ a 
Ammonsulfat- 
fallung 1000} 4,50 2,93] 0,880; 0,300} 0,195: 0,067] 880: 300 | 63,0: 68,2 
F, = Niederschl. 
bei 3,8 300} 6,75 | 2,17] 1,200: 0,554] 0,178: 0,082] 360; 166 | 25,7; 37,7 
F, = 2. Umfallung 
bei 3,8 225) 5,10 | 1,67] 0,790: 0,474) 0,155; 0,093] 178: 107 | 12,7; 24,3 
Webs enn os), aoa 905} 2,28 | 4,20} 0,470: 0,112] 0,206: 0,049} 426: 101 | 30,4: 23,0 
LS, aie teria ee re 240| 2,46 | 3,56] 0,560; 0,154] 0,224: 0,063] 132: 37] 9,4: 8,4 











* Unter 1 Hamoglobineinheit (HbE) ist die beim Abbau von Hamoglobin 
freiwerdende Tyrosin- + Tryptophanmenge verstanden, welche die gleiche Blau- 
firbung mit Phenolreagens ergibt wie 1 Milliaquivalent Tyrosin. Findet dieser 
Abbau beim pq-Optimum des Pepsins, py 1,8, statt, spricht man nach Anson}4 
von Pepsineinheiten (PE), wird er bei pq 3,5 gemessen, von Kathepsineinheiten 
(KE). 

Die py-Aktivitaitskurven dieser Fraktionen zeigen die Anreicherung 
der Kathepsinaktivitaét zusammen mit der, wenn auch geringen Steige- 
rung des Reinheitsgrades besonders deutlich (s. Abb. 1). Das Verhaltnis 
von P:K schwankte in mehreren auf diese Weise erhaltenen X,-Frak- 
tionen zwischen 1,3:1 und 1,8:1. 


B. Trennung in der Tiselius-Apparaturf 


Eine X,-Fraktion lieBen wir in der Tiselius-Apparatur bei pq 5,9 
und 6,8 im Acetat-NaCl- bzw. Phosphat-NaCl-Puffer mit einer Ionen- 
stiirke von n = 0,1 und einer Feldstiirke von 8 V/em wandern. Es zeigten 
sich 4 verschiedene Gipfel, die simtlich unter den Versuchsbedingungen 
anodisch wanderten (s. Abb. 2). Die schnellwandernde Fraktion wurde 
im Anodenkopf (AK) und dem ersten Anteil des anodischen Schenkels 
(A,), die am langsamsten wandernde Fraktion im Kathodenkopf (KK) 
und dem Kathodenschenkel K, von den mittleren Fraktionen A,, Boden 
(B) und K, abgetrennt. Die Bestimmung der Enzymaktivitaten in diesen 
Fraktionen lieB nun erkennen, daB in der am langsamsten wandernden 


14M. Anson u. A. E. Mirsky, J. gen. Physiol. 16, 33, 59 [1932]; 17, 151 
[1933]; 22, 79 [1939]. 

t In Zusammenarbeit mit Herrn O. Armbruster, dem wir hiermit fiir 
die Hilfe bei der Durchfiihrung der Tiselius-Versuche danken. 
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Abb. 2. Verhalten einer ge- 


reinigten 
(D;) in der 
Apparatur. 
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Proteinfraktion K, etwa viermal so viel Ka- 
thepsinaktivitét enthalten war als Pepsin- 
aktivitét, daB der Reinheitsgrad von 0,122 
KE/mg P.N. auf 0,246 KE/mg P.N. gestiegen 
war, wahrend der Reinheitsgrad des Pepsins 
hier von 0,202 PE'mg P.N. auf 0,091 PE/mg 
P.N. gesunken war. Das Verhiltnis von P:K 
war also von 1,65:1 auf 0,37:1 geandert. 
Daraus konnte geschlossen werden, daB ein 
langsam wanderndes Protein Traiger der Ka- 
thepsinaktivitit ist, wihrend wahrscheinlich 
die Pepsinaktivitat in den schneller wandern- 
den Proteinfraktionen enthalten war, die den 
gleichen Reinheitsgrad wie die Ausgangs- 
lésung besaBen (s. Tab. 2). 

py-Aktivitaitskurven der K,-Fraktionen 
zeigten zwei deutliche Gipfel bei pq 1,8 und 
3,5 mit einem breiten Tal bei pg 2,6—2,8. 
Die py-Aktivitatskurve fiir die K,-Fraktion 
von D, (der Tab. 2) ist in Abb. 3 wieder- 
gegeben. Das Verhialtnis von P:K ist hier = 
0,37: 1. 

5 solcher Versuche zeigten im Prinzip 
das gleiche Verhalten, wenn auch das Ver- 
haltnis von P:K in keinem Fall so giinstig 
lag wie bei dem oben beschriebenen Versuch. 
Die aus diesen Versuchen abgetrennten Frak- 


tionen mit dem gréBten Reinheitsgrad fiir Kathepsin, im allgemei- 
nen K,, z. T. auch K,, wurden gemischt, mit Ammonsulfat bis zur 


Tab. 2. Verhalten der Kathepsinaktivitat in den bei der Elektrophorese in der 
Tiselius-Apparatur erhaltenen Fraktionen. 





Protein N 
in mg je ml 


Enzym- 

ausbeute 
in% 

der Aus- 


Aktivitat Gesamt- 


aktivitat 


je ml je mg P.N. 


PE ; KE 


PE : KE 


PE; KE 





0,586) 0,354 


0,202 0,122 


6,04: 3,64 





0,030: 0,010 
0,284! 0,145 
0,300} 0,222 
0,085: 0,226 
Spur : Spur 


0,200: 0,067 
0,148! 0,075 
0,150; 0,111 
0,091: 0,246 


0,51; 0,17 
1,00; 0,50 
3,00: 2,22 
0,30; 0,78 























16,6; 13,7 
49,8: 61,0 
5,0; 21,4 





4,80. 3,68 


79,9 100,8 
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Abb. 3. Anreicherung des Kathepsins in der Tiselius-Apparatur. pq-Aktivitits- 
kurve von K,/D;, P: K = 0,37: 1. Ordinate: Abbau in Hamoglobin- 
Kinheiten/mg Protein-N. 


60-proz. Sattigung versetzt und der Niederschlag in dem zur Elektro- 
phorese verwandten Puffer direkt gelést. Eine abermalige Untersuchung 
in der Tiselius-Apparatur fiihrte jedoch zu keiner weiteren Reinigung. 
Wir fiihren dies auf die zu geringe Gesamtproteinmenge und -konzen- 
tration (0,59) zuriick. Es wire nin notwendig gewesen, in einer groBen 
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Zahl solcher Versuche die notwendigen Enzymmengen in den langsam- 
wandernden Fraktionen zu gewinnen. 

Wir gingen zuniachst einen andern Weg und verwandten zwei von 
Grassmann und Hannig! angegebene Verfahren zur Trennung 
von Stoffgemischen auf Filterpapier durch Elektrophorese'*. 


C. Trennung mit der Papierelektrophorese 


Auf einem Papierstreifen in waagerechter Anordnung lieBen sjch 
unter bestimmten Versuchsbedingungen (s. Versuchsteil) bei einem py 
von etwa 4—5 drei Proteine voneinander trennen, von denen das am 
schnellsten wandernde Protein I den groéBten Teil der Pepsinaktivitat, 
das langsamer wandernde Protein II dagegen den gréBten Teil der 
Kathepsinaktivitét enthielt. Das dritte Protein (III) lieB nur Spuren 
einer Enzymaktivitét oder gar keine erkennen. Wir geben in Abb. 4 
die Elektrophoresekurven und die Fermentaktivitaiten der F,-Fraktion 
sowie einer weiteren G-Fraktion wieder. Nach der photometrischen 
Auswertung der mit Amidoschwarz angefairbten und mittels Paraffin- 
6ls und «-Bromnaphthalins durchsichtig gemachten Streifen entfielen 
von dem Gesamtproteingehalt in F, 20,6°% auf Protein I, 13,6% auf 
Protein II und 65,8% auf Protein ITI, d. h., daB etwa */, der in der F,- 
Fraktion enthaltenen Proteine noch als enzyminaktive Begleitproteine 
anzusehen sind und nur etwa 1/; als Proteine mit Fermentaktivitat. 
Von diesen fermentaktiven Proteinen entfielen wiederum etwa 60% 
auf die erste, d.h. die Pepsinfraktion, 40% auf die zweite Proteinfraktion. 
Diese zweite Proteinfraktion erweist sich indessen, mit Hamoglobin- 
substrat nach Anson und Mirsky gepriift, keineswegs als reines 
Kathepsin, sondern sie enthalt daneben gleichzeitig noch eine erhebliche 
Pepsinaktivitat, die die Kathepsinaktivitat sogar iibertrifft (s. Abb. 4). 
py-Aktivitatskurven der aus mehreren Streifen gewonnenen Fraktionen 
zeigten, daB die am schnellsten wandernde Frakt.I nur einen ein- 
zigen Gipfel bei py 1,8 aufwies (Abb. 5a, Kurve G,I), so daB man 
diese Fraktion wohl als reines Pepsin ansehen kann. Dagegen. zeigte 
die py-Aktivitétskurve der Frakt. II Maxima bei py 1,8 und 3,5 
(s. Abb. 5b, Kurve G,II). In weiteren Versuchen wurden nun aus 
jeweils 100 Filtrierpapierstreifen die beiden Proteinfraktionen I und IT 
getrennt ausgeschnitten, eluiert, die Eluate mit Ammonsulfat bis zur 





18 W. GraBmann, Vortrag Ges. Dtsch. Chemiker Frankfurt/Main 13. VII. 
1950, Ref. Angew. Chem. 62, 445 [1950]; W. GraBmann u. K. Hannig, Natur- 
wiss. 37, 496 [1950]; W. GraBmann, K. Hannig u. M. Knedel, Dtsch. Med. 
Wschr. 76, 333 [1951]; W. GraBmann, Naturwiss. 38, 200 [1951]; W. GraB- 
mann u. K., Hannig, diese Z., im Druck. 

16 Vgl. dazu Th. Wieland, Angew. Chem. 60, 313 [1948]; Th. Wieland u. 
Fischer, Naturwiss. 85, 29 [1948]; Th. Wieland, Angew. Chem. 62, 31 [1950]; 
E. L. Durrum, J. Amer. chem. Soc. 72, 2943 [1950]; F. Turba u. H. G. En- 
nenkel, Naturwiss. 37, 93 [1950]. 
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- a 
a) 
20,6 13,63 65,8  Proteingehalt in % 
Fermentaktivitat 
0,96 0,23 0,03 in Pepsineinheiten 
<x 16 
0,03 0,12 0,01 - in Kathepsineinheiten 
x 103 
33 2,0 — Pepsin: Kathepsin 

















28,5 9,7 61,8 Proteingehalt in % 
Fermentaktivitat in 
22.5 4,3 0,1 Pepsineinheiten 
x 108 
2,06 2,6 0,06 Kathepsineinheiten 
x 108 
10,9 1,65 — Pepsin: Kathepsin 





Abb. 4. Trennung des in der Magenschleimhaut enthaltenen Fermentkomplexes 
mittels Papierelektrophorese. a) Frakt. F;, 0,01 ml, pq 4,6, 12 Stdn. b) Frakt. 
G,, 0,03 ml, py 4,6, 12 Stdn., 110 V. 


60-proz. Sattigung versetzt, die Niederschlige gelost und nochmals einer 
Wanderung auf Filterpapier unterzogen. Beide Fraktionen wanderten 
einheitlich, d. h. es lieB sich nach Anfirbung mit Amidoschwarz nur 
jeweils ein Protein nachweisen. 

Die Proteinfraktion I zeigte nach dieser erneuten Elektrophorese 


wiederum nur Pepsinwirkung; die py-Aktivititskurve lieB ein breites 
Maximum zwischen pq 1,4 und 2,4 erkennen (s. G,I« in Abb. 5a). Die 
















182 R.Merten, G.Schramm, W.GraBmannu.K.Hannig, Bd. 289 (1952) 


Frakt. II (G,IIa, Abb. 5b) zeigte wieder beide 96 jormmatineiies mit 
einem Verhiéltnis von P:K = 1,25:1. © e495 

Auf dem Filtrierpapier zeigen auch Lieungen von krist. Pepsin 
(Armour- Pepsin sowie eigene Priparationen) drei Proteinfraktionen, 
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Abb. 5a. Abtrennung eines reinen Pepsins (ohne Kathepsinaktivitét) durch 

ag go oe pr-Aktivitatskurven. Ordinate: Abbau in Hamoglobin- 

Einheiten x 10?/ml. e——e G,, P:K=4,5. a——aG,I, P:K=8,51. 
x x G,Ia« = reines Pepsin. 





von denen die erste nur Pepsin, die zweite Pepsin und Kathepsin ent- 
hielt (Abb. 6). Dieses Ergebnis deckt sich mit den schon friiher in 
der Tiselius-Apparatur erhaltenen Kurven?- 

Wie Tab. 3 an einem Beispiel belegt, laBt sich auch die Anreicherung 
des Proteins II in den X,—X,-Fraktionen mit der Papierelektrophorese 
verfolgen. 
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Abb. 5b. Anreicherung des Kathepsins durch Papierelektrophorese. 
Abbau in Hamoglobin-Einheiten x 10%/ml. x——x G,II, P: K = 1,65: 1. 
A G,IIo, P: K = 1,25: 1. 





A 
a 











a = 
iin ph 
78,4 5,1 16,5 Proteingehalt in % 
7,85 0,4 0 Fermentaktivitat in 
Pepsineinheiten 
x 1 
Spur 0,45 0  Kathepsineinheiten 
x 10° 
reines Pepsin 0,88 — Pepsin: Kathepsin 





Abb. 6. Elektrophoresekurve und Fermentaktivitét von krist. Pepsin nach 
Northrop; py 5,0, 8 Stdn. 
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Tab. 3. Proteingehalt in % in den durch Aussalzung erhaltenen Fraktionen 
X,—X, (Anreicherung des Kathepsinproteins), durch Papierelektrophorese in 
die einzelnen Proteinfraktionen getrennt. 











f ’ Protein ITI 
Protein I Protein II a : 
(Pepsin-Fraktion) (Pepsin + Kathepsin) — — 
X, 12,0 2,4 85,6 
X, 26,8 10,7 62,5 
X; 25,6 16,8 57,6 











Beschreibung der Versuche 


1. Die Herstellung des Ausgangsmaterials aus Magenschleimhaut erfolgte 
nach einem uns nicht naher bekannten Verfahren, das die Nordmark- Werke 
zur Herstellung eines Schleimhautkonzentrates aus Schweinemagen verwenden, 
aus dem sie ihr Magenfermentpraparat Enzynorm herstellen (Ms). 

2. Anreicherung des Kathepsins: 10000ml des Magenschleimhaut- 
extraktes (Ms), der i. D. 0,5—1g Protein/l enthalt, werden unter langsamem 
Riihren bei Zimmertemperatur mit 15000 ml einer gesattigten Ammonsulfat- 
lésung versetzt und iiber Nacht zum Absetzen der entstehenden Fallung im Kihl- 
schrank gelassen. Falls sich der Niederschlag klar von der Mutterlauge absetzt, 
wird diese vorsichtig’ abgesaugt, andernfalls mu abzentrifugiert werden. Der 
Niederschlag wird in 60-prez. Ammonsulfatlésung aufgeschlammt und abgenutscht, 
dann in etwa 500 ml aqua dest. supendiert und bei Zimmertemperatur unter lang- 
samem Zutropfenlassen von n/10-NaOH unter kraftigem Riihren gelést. Die Losung 
tritt etwa bei py 5,0 ein. Dieses py soll nicht wesentlich iiberschritten werden. 
Ein bei pq 5 noch ungeléster Niederschlag wird durch Filtrieren iiber einer diinnen 
Filter-Cel-Schicht abgetrennt. Die klare Losung wird nochmals mit der gleichen 
Menge gesattigter Ammonsulfatlésung gefallt und wieder auf der Nutsche ab- 
getrennt. Dieser nunmehr fast weiBe Niederschlag wird mit etwa 400 ml aqua dest. 
aufgeschwemmt und wie oben unter Zugabe von n/10-NaOH bis zum Erreichen 
eines py von 5 gelést. Es muB sorgfaltig geriihrt werden, damit beim Eintropfen 
der NaOH keine Schaidigung des Kathepsins durch die OH-Ionen eintritt. Der 
Niederschlag lést sich jetzt wesentlich leichter. Das Endvolumen betragt ungefahr 
1/,) der Ausgangsmenge (1000 ml), der Proteingehalt liegt bei 2—3°,, der Ammon- 
sulfatgehalt betragt etwa 7%. Dieser wird durch Zugabe von Ammonsulfat in 
Substanz auf 10-proz. Sattigung gebracht. Die klare Lésung (X,) wird durch 
Zugabe von 0,5-n. HCl von py 5 auf py 3,8 gebracht. Bei py 4,2 tritt die erste 
Triibung ein, die ein Maximum bei py 3,8 erreicht. Zugabe weiterer HCl fiihrt 
nach Abtrennung dieses Niederschlags bei py 3,0 zum Auftreten eines zweiten 
Niederschlags mit einem Maximum bei pg 2,8. 

Der bei py 3,8 ausfallende Niederschlag wird nach einigen Stunden Stehen- 
lassen im Kihlschrank wieder abgenutscht, mit etwa 200 ml destilliert. Wasser 
aufgeschwemmt und unter den gleichen Bedingungen wie X, unter Zugabe von 
n/10-NaOH und starkem Riihren auf py 5 gebracht. Die meist klare Lésung (X,) 
enthalt etwa 3—4% Eiwei8 in etwa 300 ml Endvolumen. Von einer gelegentlich 
noch bestehenden Triibung wird wieder durch Filtrieren iiber Filter-Cel abgetrennt. 
X, wird nun dem gleichen Vorgang wie X, unterworfen. Der bei py 3,8 wieder 
ausflockende Niederschlag wird in gleicher Weise in etwa 200 ml aqua dest. ge- 
lést (X;). 

3. Zur elektrophoretischen Untersuchung in der Tiselius-Apparatur 
wurden X,-Fraktionen verwandt, deren EiweiBgehalt mindestens 2% betrug; 
sie wurden etwa 36 Stdn. in Cellophanschliuchen gegen den verwandten Puffer 
dialysiert. Als Puffer wurde Acetat-NaCl-Puffer mit einer Ionenstarke von n=0,1 
vom py 5,9 bzw. Phosphat-NaCl-Puffer vom py 6,8 verwandt. Die Elektro- 
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phorese wurde bei einer Feldstaérke zwischen 4 und 8 Volt pro cm durch- 
gefiihrt. Die dabei erhaltenen K-Fraktionen wurden mit Ammonsulfat bis zur 
0,6-Sattigung versetzt, der bei 4° iiber Nacht ausflockende Niederschlag wurde 
direkt in der zur Elektrophorese verwandten Pufferlésung gelést und nochmals 
elektrophoretisch untersucht. 

4. Zur Elektrophorese nach GraBmann und Hannig™ muBte der 
Proteingehalt der verwandten Lésungen auf mindestens 4% angereichert werden; 
soweit dies nicht bereits der Fall war, erfolgte dies durch Dialyse in Cellophan- 
schlauchen (Kalle & Co.) gegen eine mindestens 20-proz. Kollidonlésung. 

Zur Herstellung der Pufferlésungen mit verschiedenem py empfiehlt sich 
am besten die Herstellung nach den Angaben von Miller und Golder”’ fiir eine 
Ionenstaérke von 0,1. Die Feldstarke betrug 4 Volt/em, der Stromdurchgang 
durch einen Streifen 1mA. Die in 0,01—0,03 ml aufgetragene Proteinmenge 
entsprach bei einem Proteingehalt von 4—7% etwa 0,4—1,2 mg. Die Wanderung 
wurde in einem py-Bereich von 2,6—6,8 gepriift. Bei py 2,8 blieb der gréBte 
Teil der Fermentaktivitét an der Auftragstelle der Lésung sitzen, nur ein kleiner 
Teil wanderte kathodisch. Bei py 3,8 wanderten bereits 2 Proteine zur Anode, 
wobei in dem schneller wandernden Protein fast nur Pepsin, in dem langsamer 
wandernden Protein Pepsin und Kathepsinaktivitat enthalten waren. Die Trennung 
der beiden Proteine war am klarsten bei py 4,5—5,0 und bei einer Versuchszeit 
von 12—16 Stunden. Oberhalb von py 5 war das schnellwandernde Protein in 
dieser Zeit bereits zum gréBten Teil aus dem Streifen herausgewandert. Um die 
beiden Proteinfraktionen gut auseinanderschneiden zu kénnen, wurde jeweils 
,—%/, des betr. Filterstreifens mit Amidoschwarz angefirbt, an den zu unter- 
suchenden restlichen Streifen angelegt und dieser entsprechend auseinander- 
geschnitten. 

Die auf dem verwandten Filterpapier (Whatmann 1) aufgetragene Ferment- 
aktivitat lieB sich mit physiol. NaCl-Lésung vollkommen extrahieren. Dabei zeigte 
sich zwischen der Eluierbarkeit von Pepsin- und Kathepsinaktivitat kein Unter- 
schied. 

5. Darstellung eines krist. Pepsins nach der Methode von J. H. Nor- 
throp?* aus 20-proz. Alkohol. Das von uns nach dieser Methode erhaltene Praparat 
enthielt etwa die doppelteKathepsinaktivitait, verglichen zu einem Pepsin-Praparat 
der Armour-Laboratorien. 

6. Die Aktivitatsbestimmung des Pepsins und Kathepsins erfolgte 
nach der Methode von Anson und Mirsky“ (s. bei Merten und Ratzer’®) unter 
Verwendung eines von den Behring-Werken (Marburg/Lahn) hergestellten 
Trockenhimoglobins. Letzteres hatte sich gegeniiber krist. Pepsin auch in ver- 
schiedenen Herstellungschargen nahezu gleich hoch spaltbar erwiesen. 

Zur Aktivitaétsbestimmung wurden die oft sehr hoch konzentrierten und 
fermentaktiven Lésungen soweit verdiinnt, da8 nicht mehr als 20—30% des vor- 
gelegten Substrates (100 mg Globin) abgebaut wurden. Zur Herstellung der py- 
Aktivitétskurven wurden jeweils 25ccm einer 4-proz. Hb-Lésung in 50 ccm- 
Erlenmeyer-Kolben mit steigenden Mengen 1/,- bzw. 1/19-n. HCl versetzt, bis das 
gewiinschte py zwischen 1,4 und 4,6 erreicht war. Die Intervalle zwischen py 2,6 
und 3,7 wurden besonders nahe beieinander gewahlt, um den Kathepsingipfel 
sowie das zwischen diesem und dem Pepsingipfel liegende Tal exakt zu erfassen, 
Bei Verwendung stark verdiinnter Fermentlésungen wird das py nicht wesentlich 
nach deren Zugabe verschoben; dies tritt bei konzentrierteren Fermentlésungen 
jedoch oft um mehr als 0,1 pyq-Einheit ein, so daB es sich in jedem Fall empfiehlt, 
das py nach Durchfiihrung des Versuches in den einzelnen Ansatzen nochmal zu 
messen. Um den Einflu8 verschiedener Pufferionen auszuschalten, wurde nur 


17 G. L. Miller u. R. H. Golder, Arch. Biochem. 29, 420 [1950]. 

18 H, J. Northrop, J. gen. Physiol. 30, 177 [1946]. 

19 R. Merten u. H. Ratzer, Z. Dtsch. Verdauungs- u. Stoffwechselkrankh. 
10, 87 [1950]. 
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mit HCl eingestellt. Die py-Messungen erfolgten mit der Glaselektrode und dem 
Tonographen. 

Die Berechnung in Hamoglobineinheiten (HbE) erfolgte nach Anson's, 
Darnach entspricht 1 HbE der beim Abbau von Hb freiwerdenden Tyrosin- + Trypto- 
phanmenge, welche die gleiche Blaufarbung mit dem Phenolreagens nach Folin 
und Ciocalteu ergibt wie 1 Milliiquivalent Tyrosin. Findet der Hb-Abbau bei 
py 1,8 statt, spricht man von Pepsineinheiten (PE), wird er bei py 3,5 gemessen, 
von Kathepsineinheiten (KE). — Entsprechend sind 1 x 10-* HbE gleich einer 
Blaufarbung von 181 y Tyrosin bzw. 14y Tyrosin-N. 

Der Protein-N wurde nach Fallung des Proteins mit 20-proz. Trichloressig- 
sdure, kurzem Erhitzen in kochendem Wasser und Filtration durch N-freies Filter 
(Schleicher & Schill 602eh), Auswaschen bis zur Cl- bzw. Sulfatfreiheit sowie 
ansch]. Lésung in konz. H,SO, und Veraschung nach Kjeldahl bestimmt. 


Zusammenfassung 


Die mitgeteilten Befunde lassen folgendes erkennen: 

1. Aus einem sauren Magenschleimhautextrakt mit einem Protein- 
gehalt von etwa 0,5—1 g/l und einer Enzymaktivitit von 0,190 
PEtie Protein-x Und 0,060 KER? proteinen (P:K = 3,2:1) k6nnen mit 
Ammonsulfat bei 60-proz. Sattigung die Traiger der Pepsin- und Ka- 
thepsinaktivitét ausgefallt werden. Die durch Auflésen des Nieder- 
schlags bei py 5 erhaltene Lésung zeigt keine wesentliche Steigerung des 
Reinheitsgrades gegeniiber der Ausgangslésung. Wiederholtes Ausfallen 
bei pq 3,8 ergibt eine Verschiebung der Verhiltnisse zugunsten des 
Kathepsins unter gleichzeitiger Reinheitssteigerung. 

2. In einer solchen Lésung lassen sich in der Tiselius-Apparatur 
vier Proteinfraktionen erkennen, von denen die langsam wandernden 
kathepsinreicher sind als die schneller wandernden und in denen der 
Reinheitsgrad des Kathepsins auf etwa das vierfache der Ausgangslésung 
gesteigert wird. 

3. Auf Filterpapier lassen sich durch Elektrophorese drei mit 
Amidoschwarz anfarbbare Proteinfraktionen voneinander abtrennen, 
von denen die erste, schnell wandernde den gréBten Teil der Pepsin- 
aktivitait, die zweite den groBten Teil der Kathepsinaktivitat besitzt, 
wahrend die dritte enzyminaktiv ist. Die Proteinfraktion I 1aBt sich bei 
Wiederholung der Elektrophorese auf Filtrierpapier frei von jeder 
Kathepsinaktivitat darstellen. Sie zeigt mit Haimoglobin als Substrat 
eine einheitliche pg-Aktivitaitskurve mit einem Optimum zwischen py 1,4 
und 2,2 und keine Aktivitét mehr bei py 3,5, dem Wirkungsoptimum 
des Kathepsins. Die langsam wandernde Komponente II zeigt mit 
Hamoglobin als Substrat 2 Optima bei py 1,8 und 3,5. 

4. Auch kristallisiertes Pepsin enthailt neben der schnell wandern- 
den Proteinfraktion I eine zweite, langsamer wandernde Fraktion IT; 
erstere enthalt nur Pepsin, letztere neben Pepsin auch eine katheptische 
Proteinase. 

Es lassen sich demnach aus der Magenschleimhaut 
2 fermentaktive Proteine isolieren, von denen eines eine 
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reine Pepsinaktivitit ohne jede Kathepsinaktivitat be- 
sitzt, wihrend das zweite Protein neben der Kathepsin- 
aktivitat noch eine oft betrichtliche Pepsinwirkung auf- 
weist. Entgegen der Annahme von Freudenberg und Buchs 
kann man also sicher nicht von einer einheitlichen Magen- 
proteinase sprechen. Von den beiden elektrophoretisch trennbaren 
Komponenten diirfte die eine mit der Hauptkomponente des krist. 
Pepsins von Northrop identisch sein. Ob das zweite der von uns er- 
haltenen Fermentproteine im Sinne der Anschauungen von Freuden- 
berg und Buchs wirklich Trager von 2 Fermentaktivititen ist, wird 
erst in weiteren Versuchen zu entscheiden sein. 


Berichtigung zu der Arbeit 
»Zur Frage der Calciumbestimmung im Blutserum‘* 
Von 
H. Rodeck und E. Lindgen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Februar 1952) 


Bei der Berechnung des Versuchsbeispiels in obenerwaihnter Arbeit ist ein 
bedauerlicher Fehler unterlaufen. Jedem aufmerksamen Leser wird aufgefallen 
sein, daB fiir die Berechnung des Calciumwertes die Korrektur der Differenz Leer- 
wert minus Versuchswert nur mit dem Faktor der Natriumthiosulfatlésung in 
Frage kommt. Eine Korrektur mit dem Faktor der Cerisulfatlésung fallt weg, 
da es bei dieser Bestimmung nicht auf ein Arbeiten mit einer genau eingestellten 
Cerisulfatlésung ankommt. Abweichungen vom Faktor 1,0 finden im Leerwert 
wie im Versuchswert ihren Ausdruck, beeinflussen aber die Differenz beider, also 
das dem Calciumoxalatgehalt entsprechende Aquivalent Cerisulfat, nicht. Auf das 
Versuchsbeispiel bezogen heiBt das also, daB die erhaltene Differenz nur mit dem 
Natriumthiosulfatfaktor korrigiert werden darf, d. h. bei dem angefiihrten Beispiel 
mit’ 1,01 statt mit 1,04. Das Ergebnis ist demnach also 10,5 mg% Calcium statt 
10,8 mg%. 

Der Wert der anschlieBenden fehlerkritischen Untersuchung wird dadurch 
nicht beeinfluBt, da wir bei diesen Untersuchungen mit exakt eingestellten Lé- 
sungen gearbeitet haben, bei denen der Faktor genau 1,0 war, sich somit also jede 
Korrektur eriibrigte. 


* H. Rodeck u. E. Lindgen, diese Z. 288, 40 [1951]. 
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Die flammenphotometrische Bestimmung des Calciums 
im Blut-Serum 


Von 
H. J. Hiibener 


Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1951) 


GréBere Einfachheit und geringerer Zeitaufwand sind die wesent- 
lichsten Vorteile der flammenphotometrischen Ca-Bestimmung gegen- 
iiber den chemischen Methoden. Ein weiterer Vorteil ist die sehr ge- 
ringe Menge Serum (im allg. 1 bis 2 ccm), die fiir eine Vollanalyse er- 
forderlich ist. Bei geeignetem Vorgehen kann man auch mit 0,5 ccm 
Serum auskommen. 

Nicht ausreichend geklirt ist die Genauigkeit der Methode. Im 
Gegensatz zur flammenphotometrischen Serum-Na- und -K-Bestim- 
mung!~5 wurde iiber die Serum-Ca-Bestimmung nur wenig berichtet 5. 

Sie unterscheidet sich von den ersteren dadurch, daB das Calcium 
einer héheren Anregungstemperatur zur Emission bedarf als die Alkali- 
Elemente. Ein weiterer prinzipieller Unterschied ist der, daB das Cal- 
cium bei den Anregungsbedingungen der Flamme vorwiegend Ca-Mole- 
kiilspektren emittiert. Es wurde deshalb im folgenden untersucht, wel- 
chen Einflu8 anorganische und organische Anionen auf die Ca-Emission 
austiben®, 

Wir wurden auf diese Frage besonders geleitet, da wir bei spasmophilen 
Sauglingen sehr niedrige Ca-Werte fanden, jedoch die von der Klinik erhaltene 
Serum-Menge im jallgemeinen fiir chemische Kontrollbestimmungen nicht aus- 
reichte. Auch bei Nephritiden fanden wir wiederholt iiberraschend niedrige 
Werte. In beiden Fallen konnten organische oder anorganische Anionen eine 
veranderte Molekiilemission veranlassen. 

Neben diesen speziellen Fehlerquellen bei der Flammenphotometrie 
von Erdalkalimetallen durch Emission von Molekiilspektren wurden 
die allgemein bei der Flammenphotometrie auftretenden Fehlerquellen, 
die durch Filtermangel, Anderung des spezifischen Gewichtes, der Viscosi- 
tat, der Oberflichenspannung und der Temperatur der Untersuchungs- 
losung hervorgerufen werden, untersucht. 

Es ergab sich, daB bei 10-facher Serumverdiinnung keine prinzipiellen 
analytischen Schwierigkeiten durch Emission von Molekilspektren ent- 

1 J. Belke u. A. Dierkesmann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 205, 629 [1948]. 

2 H. Jantz, Der Nervenarzt, Verlag Springer, Berlin 1947, S. 18. 

3 B.M. Wright, Lancet, Dez. 23, 883 [1950]. 

‘ R.E. Berry, V.Iob u. K.W. Campbell, Arch. Surg. 57, 470 [1948]. 

5 A. v. Oer u. H. J. Héfert, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 214, 109 [1951]. 

® Hieriiber wurde in einem Kurzreferat, Mainz, Phys. Chem. Kongr., 1951 
berichtet. J. Hiibener, Ber. ges. Biologie 145, Heft 3/4, 121 [1951]. 
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stehen. Wahrend in die flammenphotometrische Bestimmung fast aus- 
schlieBlich Fehler eingehen, die zu einem zu niedrigen Ca-Wert fiihren, 
liefert die permanganometrische Methode’ vorwiegend zu hohe MeB- 
resultate. Jedoch entspricht bei geeignetem Vorgehen der Fehler der 
Methode demjenigen der permanganometrischen. 


Der EinfluB anorganischer Anionen 
auf die Calcium-Emission 

Da bei Anregung durch die Flamme die Erdalkalien vorwiegend 
Molekiilspektren zeigen, miissen zu ihrer quantitativen Spektral- Analyse 
auch die Anionen bekannt sein. Aus Zweckmiabigkeitsgriinden sollte 
lediglich mit Chloriden geeicht werden; deshalb wurde gepriift, ob die 
anderen noch im Serum vorhandenen Anionen das MeBergebnis_be- 
einflussen, auch wenn die Konzentration der Anionen geandert wird. 

Im Blutserum sind 79% der anorganischen Anionen Chlorionen. 
Ihnen folgen die Bicarbonat-Ionen mit 19°, Phosphat, Sulfat und andere 
anorganische Anionen betragen lediglich etwa 2%. Diese Konzentra- 
tionen werden physiologisch weitgehend konstant gehalten. Zur Priifung 
des Einflusses der Anionen auf die Caleium-Emission wurde experimen- 
tell ermittelt, wie sich der MeBausschlag andert, wenn zu einer CaCl,- 
Loésung von 0,0025 Mol/1000 ccm (10 mg/100 ccm Ca) das Ammoniumsalz 
der entsprechenden Anionen in steigenden Konzentrationen zugegeben 
wird. Die Werte, bei denen das Chlor-Ion und das zugesetzte Anion in 
gleichen aquivalenten Konzentrationen vorhanden waren wurden in 
Tab. 1 unterstrichen. Hier lag das Calcium zu 50% als Chlorid und zu 


Tab. 1. Der EinfluB anorg. Anionen auf die Lichtemission von 10 mg/100 ccm Cal- 
cium, die als CaCl, vorliegen. 

Die Konzentration der Anionen wurde in Mol/l angegeben. Geeicht wurde mit einer 

10 mg/100 ccm Calcium enthaltenden CaCl,-Lésung auf 175 Teilstriche = 100%. 
































Untersuchte Konzentration der Anionen in Mol// 
Substanz 0,001 | 0,0025 | 0,005 0,01 0,1 
NH,(HCO,) 1,2 ee i —28 1 —~as | —S 
NH,Cl +@ on | +9 ~~ — 3,5 
NH,CNS +0 +04 | —03 | —16 | —5,7 
NHyAcetat +35] +3 +18 | +12 } +1 
NH,NO, +0 it ae ——h | —sts 
(NH,).SO, _ — 12,1 | (—22,4| (— 25,3) | (—) 
(NH,),CO, (— 1,2)} (— 8,6) | (—14,3)} (—) a, 
(NH,).HPO, —5 |(—15,3) | (— 26) =) A) 
Es wurden die Abweichungen (in %) der arithmetischen Mittel von je 10 Messungen 
angegeben. 


Der mittlere quadratische Fehler der Messung betragt -+- 1%. Die einge- 
klammerten Werte zeigen iibersattigte Losungen an. (—) bezeichnet die Lésungen, 
bei denen sichtbare Ausfallung stattfand. - 

7 E.P. Clark u. J.B. Collip, J. biol. Chemistry 63, 461 [1925]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 13 
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50% als Salz eines anderen Anions vor. Es zeigte sich nun, daB 
Ammonium.-bicarbonat, -rhodanid und -chlorid im Bereich des Fehlers 
keine Abweichung der unterstrichenen Werte von der reinen CaCl,- 
Lésung bewirkten. Das Carbonat, Sulfat, Nitrat und sek. Phos- 
phat driicken den MeBausschlag merklich. Die Abweichungen sind in 
10-facher Verdiinnung — dies entspricht der Serum-Verdiinnung beziig- 
lich des Calciums — relativ gleich groB. 

Betrachten wir unser Problem statistisch, so ist die Wahrscheinlich- 
keit fiir die 5 Ca-Milliiquivalente/1000 cem Serum, als Chloride in 
Lésung vorhanden zu sein: 

Anzahl d. Cl-Milliaquiv./1000 ccm Serum 105 
Py = 5 = = 0,68 P; 

Anz. d. gesamt. Saureaiquiv./1000 ccm Serum 154 
bzw. liegen statistisch 68°% des Serum-Calciums als Chloride vor. Da die 
Wahrscheinlichkeit fiir die anderen Anionen sich auf 100% erginzt, 
enthalt das Blut nicht mehr als 32° Calciumsalze anderer Anionen 
(komplexe Bindung ausgenommen). 

Da die Konzentration des Ca-Bicarbonates kleiner als 32% der 
Summe der Siaureiquivalente ist, kann (entspr. Tab. 1) vom Bicarbonat- 
Ton gesagt werden, da die Serum-Calcium-Analysen in der Acetylen- 
Flamme nicht von der im Serum vorhandenen Bicarbonat-Konzen- 
tration (durch Anderung der Molekiilspektren) beeinfluBt werden. 
Schwankungen der Bicarbonat-Ionen-Konzentrationen im physiologi- 
schen Bereich haben keinen Einflu8 auf die flammenphotometrische 
Calcium-Analyse. 

Die Depression des MeBausschlages durch sek. Phosphat, Sulfat 
und Carbonat-Ionen diirfte bei dem geringen Anteil dieser Ionen an den 
Gesamtsaureadquivalenten des Serums (weniger als 2°) nicht groB sein. 
Die Abweichungen in héheren Konzentrationen (Tab. 1) sind zum Teil 
dem Uberschreiten des Léslichkeitsproduktes zuzuschreiben. Der durch 
die letztgenannten Anionen bedingte Fehler kann bei noch genaueren 
MeBmoéglichkeiten durch Serum-Einwiégungs-Untersuchungen ermittelt 
und beriicksichtigt werden. 

Wenn nicht anders vermerkt, werden im folgenden ausschlieBlich 
die Chloride der Kationen untersucht. 





Der EinfluB anorg. Kationen-Beimischungen 
auf die Ca-Werte 


Das Blut enthalt etwa 30-mal mehr Gewichtsteile Natrium als 
Calcium. 

Bezogen auf die Ionenkonzentration iiberwiegt das Natrium-lon 
das Calcium-Ion sogar 54-fach. Es ist daher von groBem Interesse, wie die 
Calcium-MeBwerte von Natrium-Beimischungen beeinfluBt werden. 
A. v. Oer und Héfert® beschrieben diese Abhangigkeit in einer tiber- 
sichtlichen Parameterdarstellung. Die Natrium-Konzentration wurde als 
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dritte Dimension eingetragen. Abb. 4 zeigt diese Parameter- Darstellung 
wie wir sie fiir die Serum-Analysen verwandt haben. 

Wie aus Abb. 4 ersichtlich, sind die einzelnen Parameter im Bereich 
des mittleren Fehlers (mf + 2 bis 3%) bis 2,5 mg/100 ccm Ca linear. 
Bei 15 mg/100 ccm ergibt sich bereits eine Abweichung von — 6 Teil- 
strichen von der linearen Funktion. 

Die Abhiangigkeit der Konzentration (C) von den erhaltenen MeB- 
werten in Teilstrichen (7's) konnte fiir Calcium und, wie spater gezeigt 
werden soll, auch fiir Natrium durch eine empirische Formel wieder- 
gegeben werden. Diese einfache gebrochene rationale Funktion 1. Grades 
gibt die experimentellen Werte fiir Calcium-Konzentrationen von 0 bis 
50 mg/100 ccm befriedigend wieder. 

ATs =Ts—WW 
‘ ATs-k OS 2< co 
~ [2k ATs 0< k<oo (1) 
Os 2zkATs <1 
.1'8cq°* wird im folgenden fiir den MeBwert der reinen Calcium-Lésung 
eingesetzt. ,,WW ist das Symbol fiir den Wert, den das bidestillierte 
Wasser ergibt. 

Wie sich spiter herausstellte, liegt diese einfache Funktion einer 
groBen Reihe von flammenphotometrisch gewonnenen Kurven zugrunde 
und ist nicht charakteristisch fiir die Calcium- oder Natrium-MeBwerte. 

Gl. 1 ergibt bei der partiellen Differenzierung nach CA7's im Grenz- 
falle: 

lim oc mg/100 cem 
ATs+0 347s *~— Te (2) 
Das heiBt: k hat die Dimension mg/100 ccm/7's und ist damit ein MaB 
fir die Empfindlichkeit des MeB-Systems. Graphisch gesehen ist diese 
Konstante mit der Steigung der Funktion bei der Konzentration 0 
identisch. 

z ist ein Faktor, der der Abweichung der experimentell ermittelten 
Kurve von einer linearen Funktion proportional ist. Dieser Faktor ist 
dimensionslos. 

Analytisch konnte z einfach durch Gl. (3) ermittelt werden: 

,  — OrATe—Cr AT 
C,-C,-A Ts, —C,-0,AT 8, 


Zur Berechnung von z nach Gl. (3) sind somit lediglich zwei MeBpunkte 
erforderlich. Voraussetzung fiir die Erfiillung der Gleichung ist, daB die 
Funktion durch den 0-Punkt geht, was durch Einsetzen von A7’'s, Teil- 
strichzahl ohne Wasserwert, angedeutet ist. 

Die Kenntnis der Na-Konzentration ist die Voraussetzung fiir die 
Beriicksichtigung des Na-Fehlers. Daher mu8 im folgenden kurz auf die 
flammenphotometrische Na-Bestimmung eingegangen werden. Die 
flammenphotometrische Serum Na-Bestimmung gehért zu den ge- 
nausten und einfachsten klinischen Bestimmungen iiberhaupt. Der 

13* 


(3) 
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mittlere Fehler betrug bei unseren Messungen | bis 2°, die Dauer 5 bis 
10 Minuten. 

Die Na-Eichkurve wird durch Gl. (1) bei Einsetzen der Konstanten 
z = 0,125 und k = 0,0131 fiir den Bereich von 0,5 bis 4 mg/100 com Na 
befriedigend wiedergegeben (Abb. 5). Da wir das Serum zur Na-Be- 
stimmung 100-fach verdiinnen?, haben wir nur Na-Konzentrationen 
zwischen 2 und 4 mg/100 ccm zu erwarten; in diesem Bereich ist Gl.(1) 
giltig. 

Bei héheren Na-Konzentrationen, die jedoch fiir die klinischen 
Untersuchungen keine Bedeutung haben, kann bis zu etwa 15 mg/100ccem 
eine Zusatzfunktion verwandt werden: 


AT's 


mrs — (47's—200)- 
1—2z-.17s-k (A7's—200)-h . (4) 


C= 
Beim Einsetzen der oben bezeichneten Konstanten (z = 0,125 und 
k = 0,0131 mg/100 cem /Ts) hat A fiir die lineare Zusatzfunktion den 
numerischen Wert 0,096. Das zusiatzliche Glied ist bei A7's-Werten < 200 
wegzulassen. Die experimentelle Kurve weicht von der durch Gl. (4) 
dargestellten int Konzentrationsbereich unter 0,5 mg/100 cem Natrium 
ab. In diesem Konzentrationsbereich wirkt ein Hemmfaktor, der den 
durch den Wasser-Wert gewonnenen Vorsprung der experimentellen 
Kurve gegeniiber der in Gl. (6) dargestellten wieder kompensiert. So 
gibt Gl. (4) in dem oben erwahnten Konzentrationsbereich die ex- 
perimentellen Daten befriedigend wieder, wenn der Wasser-Wert un- 
beriicksichtigt bleibt (47's = 7's, wobei 7's der MeBwert ohne Abzug 
des Wasserwertes ist). Der hierbei vernachlissigte Bereich unter 0,5 mg/ 
100 ccm Natrium ist ohnehin fiir Serum-Analysen ungeeignet. 


Der EinfluB von Komplexbildnern 
auf die Calcium-Lichtemission 


Durch Komplexbildner, die mit dem Calcium des Serums schwach 
dissoziierte lésliche Komplexe eingehen, kann das Blut ungerinnbar ge- 
macht werden. Dadurch ist es méglich, das Plasma sofort nach der Ent- 
nahme von den korpuskuliren Bestandteilen des Blutes durch Zentrifu- 
gieren zu trennen. Diese sofortige Trennung ist notwendig, da innerhalb 
1 Stde. nach der Entnahme des Blutes die selektive Permeabilitat der 
Erythrocyten-Membran nachlaBt und dann die Elektrolyte aus den 
Erythrocyten in das Plasma und umgekehrt frei diffundieren. Uber 
durch Diffusion entstandene erhebliche Fehler bei der Bestimmung der 
Kalium- und Calcium-Serum-Konzentrationen wurde erst  kiirzlich 
wieder berichtet®. 

Wahrend zur Gerinnungs-Hemmung bei der chemischen Analyse 
ein Zusatz von Komplexbildnern stéren wiirde, schien die flammen- 


8 H. Graul u. L. Rausch, Arztl. Wschr. 1949, 564—568. 
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photometrische Bestimmung hierfiir von vornherein geeignet. Man 
konnte annehmen, daB der organische Komplex in der Flamme sofort 
zerstért wiirde und da8 das Calcium seine griinen Linien in gleicher 
Starke wie ohne den Komplexbildner emittieren wiirde. Dies traf jedoch 
nicht zu, wie aus Abb. 1 hervorgeht. Komplexbildner erniedrigen}bei 
entsprechenden Konzentrationen des Komplexbildners und des Calciums 
den MeBausschlag. Da das Calcium des Serums zu etwa 50% an EiweiB 
und zum geringeren Teil auch an dialysable Substanzen komplex ge- 





























Tistr. | / | 
a7 Istr. 
250 + 
40 + -10 
2-765, CaCl, + Glykokol] 
30 + -20 
20 + -30 
~h = 1,098 10°75, 2=2500, Cal, + Citronensdure 
10 =| -40 
Ca Cl, + Na Trilon A 
200+ CaCl,+Na Trilon B ahaa 
N l = 
0,005 0,025 00375 Mol/7000cm4 


Abb. 1. Der Einflu8 von Ca-Komplexbildnern auf die Calcium-Licht-Emission. Es 
ergab sich bei allen Komplexbildnern eine Depression der Calcium-MeBwerte. 
Acetylen-P = 50 mm Olivendél, PreBluft-P = 0,35 kg/cm?, Wasser-Wert = 73 Tlstr., 
Konz. Ca = 0,00262 Mol/]l. Geeicht wurde mit einer 10,655 mg/100 ccm Calcium 
enthaltenden CaCl,-Lésung auf 1777's, bei WW:73(WW + ATs = 250). 


bunden ist, ist die quantitative Analyse dieser Abweichung fiir die 
flammenphotometrische Serum-Calcium-Analyse von groBem Interesse. 
Die verwendeten Komplexbildner kénnen als Modellsubstanzen fiir die im 
Serum vorliegenden Komplexbildner angesehen werden. 

Abb. 1 zeigt die durch Komplexbildner bedingte negative Ab- 
weichung (— A7's) der gemessenen Calcium-Lichtemission. Auch diese 
Kurven konnten durch Gl. (1) beschrieben werden. Die Giiltigkeit von 
Gl. (1) fiir alle bisher beschriebenen Funktionen laBt ein gemeinsames 
physikalisches Prinzip vermuten, nimlich das der Selbstumkehr der 
charakteristischen Linien. Bekanntlich ist diese Tendenz zur Selbst- 
umkehr bei den Natrium-D-Linien sehr groB, desgleichen bei den Ka- 
lium-Linien des ersten Gliedes der Hauptserie (769,9 und 766,5 my). 
Beide Kurven weisen nun auch eine erhebliche Kriimmung mit steigen- 
der Konzentration auf (groBes z). Dagegen haben die griinen Linien des 
Calciums um 559 my in viel geringerem AusmaBe die Tendenz zur 
Selbstumkehr. Diese Kurven weisen nun auch einen ziemlich gestreckten 
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Verlauf bei steigenden Konzentrationen auf. Es liegt daher nahe, auch 
bei den in Abb. 2 dargestellten Funktionen eine Abweichung durch 
Selbstumkehr anzunehmen. Sie kénnte dadurch zustande kommen, 
daB der Komplex nicht sofort in der Flamme zerstért wird und dann 
das komplex gebundene, nicht emittierende Calcium seine charakteristi- 
schen Linien absorbiert, oder der Komplex zerstért wiirde und das ent- 
stehende CaO nicht die griinen Linien in gleichem AusmaBe emittiert, 
jedoch dieselben absorbiert. 
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Abb. 2. Differenzverfahren zur Eliminierung des Na-Fehlers bei der Untersuchung 

der Trilone*, Acetylen-P = 40 mm H,0, PreBluft-P = 0,35 kg/cm*, Wasser-Wert = 

73. Durch Subtraktion der Trilon-A-Kurve von der CaCl, + Trilon-4-Funktion 

resultiert die unterbrochene Kurve die wir fiir Komplexbildner des Calciums 
fiir charakteristisch halten (die Subtraktion erfolgt entspr. Gl. 5). 


Wir halten diese Methode auch fiir geeignet, zu untersuchen, ob eine 
Substanz lésliche, schwach dissoziierte Verbindungen mit dem Calcium 
eingeht, vorausgesetzt, daB die Alkali-Elemente unter gleichen Be- 
dingungen untersucht werden und diese keine Abweichung ergeben. 
Eine Abweichung des Alkali-MeBergebnisses wiirde bedeuten, daB die 
untersuchte Substanz eine Anderung des physikal.-chemischen Zu- 
standes der Lésung bewirkt (Viscositaét, Oberflichenspannung, spez. 
Gewicht usw.). Angesichts des feinen Nebels und der hohen Temperatur 
muB bei der Ubertragung der Ergebnisse auf biolog. Fliissigkeiten Zu- 
riickhaltung bewahrt werden. 

Da bislang jede Substanz, die mit dem Calcium Komplexe bildet, 
diese Abweichung (Abb. 1) zeigte, glauben wir, daB eine derartige Ab- 


o * Trilon ,,A“: Na-Salz der Nitrilo-triessigsiure®. Trilon ,,B‘‘: Na-Salz der 
Athylen- bis-imino-essigsaure’. 


® P. Pfeiffer, Ber. dsch. chem. Ges. 75, 1 [1942]. 
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weichung auf Komplexbildung oder Bildung einer schwachdissoziierten 
Verbindung hinweist. So ist anzunehmen, da das Glykokoll bei unserem 
Vorgehen einen schwachen Komplex mit dem Calcium mit nachstehender 
Konfiguration bildet: 


’ H J 
H,C—N.. . PCO 
an 


oc—o”% NCH, 


Methodik 


Die Lésungen wurden mit. p. a. Substanzen von Merck und bidestilliertem 
Wasser (Glasschliffapparatur) angesetzt, die Eichlésungen in Flaschen, die mit 
Desicote* iiberzogen waren, aufbewahrt. 

Als Flammenphotometer benutzten wir das Car] -ZeiB-Modell III. Es wurde 
jeweils fiir PreBluft und Acetylen eine dritte Reglerstufe von Drager-Liibeck 
bezogen. Das Acetylen-Manometer wurde mit Olivenél, das mit Kresolrot gefarbt 
war, gefiillt. Zur besseren Ablesung kleiner Abweichungen wurde ein Reiter an dem 
einen Schenkel des U-Rohres angebracht; dieser wurde jeweils auf den gewiinschten 
Acetylendruck eingestellt, und auf ihn lieB.sich die Héhe des einen Meniscus leicht 
einregeln. 

Bei der Natrium- und Kalium-Bestimmung stellten wir einen niedrigeren 
Acetylen- und PreBluftdruck (0,35 atii PreBluft, 50 mm Olivenél Acetylen) als bei 
der Calcium-Bestimmung (0,42 atii PreBluft und 80 mm Olivenél Acetylen) ein. 
Die Notwendigkeit hierzu ergab sich erst bei den eigentlichen Serum-Analysen 

Der Wasser-Wert wurde methodisch dadurch abgezogen, daB der Ausschlag 
bei Zerstiuben reinen Wassers auf den 100. Teilstrich der Skala eingestellt wurde 
und die nun durchgefiihrte Messung abziiglich 100 Teilstrichen gleich den MeBwert 
ohne Wasser-Wert ergab. Im allgemeinen geniigte 3-maliges Einstellen von ,,0*‘- 
Wert (100 Skalenteile) und Eichwert, um mit einer Eichlésung eine bestimmte, 
durch die Eichkurve vorgegebene Empfindlichkeit des Systems einzustellen. 

Wir benutzten die Farbfilter Ca 56,K 77 und Na 59 der ZeiBschen Bezeich- 
nung. Wenn der Komplexbildner Verunreinigungen enthielt, fiir die das Ca-Filter 
durchlassig ist (z. B. Na), verwandten wir ein Differenzverfahren, das in Abb. 2 
dargestellt ist. Der Verlauf der durch Subtraktion der reinen Komplexbildner- 
Kurve von der Calcium-Komplexbildner-Kurve resultierenden Kurve 1laBt sich 
durch Gl. (1) wiedergeben, wenn man fiir die Teilstrichinderung (Ts) folgendes 
einsetzt: 


ATs = (Ts — WW) — (Eichca — WW) — (TsKxomp!. — WW). (5) 


Bei diesem Differenzverfahren muB also die gemessene Teilstrichzahl (7's—W W) 
einer Lésung, die die bei der Eichung verwendete Calcium-Konzentration und den 
Komplexbildner enthalt, vermindert um die bei der Eichung mit der reinen Cal- 
cium-Lésung gewonnene Teilstrichzahl (Eichca — WW), nochmals vermindert 
werden um den EinfluB, den der Komplexbildner allein in der entsprechenden 
Konzentration ausiibt (Z'sKomp!1.— WW). Naheliegenderweise miissen alle ge- 
messenen Teilstrichwerte um den Wasser-Wert (WW) vermindert werden, wenn 
man diesen nicht von vornherein in der oben beschriebenen Weise methodisch ab- 
zieht. 





* Desicote ist ein Silicon von Beckman, South Pasadena, California; 
dieses verhindert Alkali-Abgabe des Glases. 
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Tab. 2. Vergleich einer Verdiinnungsreihe reinen Calciumchlorides mit der von 
CaCl, und Citronensiure. Die Werte beziehen sich auf mindestens 10 Messungen 
der gleichen Lésung. 





























. Mi rer | Maximale " 
cat | | Menaume | anttierer | atts | Henterin | eniertm | Atwrelebane, 
‘mg! | Moll. | Mittelwert | Feblerin | Febler) “citma. | “cium a. | *ltonensiure- 
100 ecm v. 10 Mess. oe ine Tistr. — — Ca-Lésung 
A _ 7,8 0,31 0,6 3,8 7,4 wie 
l - 16,3 0,28 0,6 1,7 £7 wae 
2 — 32,5 0,57 0,9 BE 2,8 a 
3 ne 50,3 0,44 0,8 0,9 1,6 — 
4 _ 66 l 2 1,5 3,1 _ 
5 — 81,8 0,8 1,9 ] 2,3 — 
yy, 0,0035 7,9 0,3 0,7 3,7 8,5 1,2 
] 0,0035 16,0 0,43 0,8 2,6 4,9 1,8 
2 0,0035 31,3 0,59 Eye 1,8 5,2 3,7 
3 0,0035 46,4 1 1,6 2 3,2 7,9 
4 0,0035 61,3 0,81 1,3 1,2 1,9 7,2 
5 0,0035 76,1 0,67 1,4 0,8 i By 7 


Die in der letzten Spalte angegebenen Depressionen des Mefausschlages (der 
0,0035 Mol/l Citronenséure enthaltenden Lésungen) sind von 2 mg/100 ccm Calcium 
an auBerhalb des mittleren Fehlers der Methode. 

Bei 10-facher Serumverdiinnung, also im Bereich von etwa 0,5 bis 2 mg/100 ccm, 
ist mit einem mittleren Fehler von + 2 bis 4% bei der flammenphotometrischen 
Calcium-Analyse zu rechnen. Dies entspr. den durch Einwaigung gewonnenen 
‘ehlerwerten. 

Tab. 2 zeigt eine fehlerkritische Betrachtung der MeBergebnisse der reinen 
CaCl,-Lésung und der CaCl,- und Citronensiure-Lésung. Man ersieht hieraus, daB 
im Bereich von 0,5 bis 2 mg/100 ccm Calcium — diese Konzentrationen entsprachen 
einer 10-fachen Serum-Verdiinnung — mit einem mittleren Fehler von + 2 bis 4% 
zu rechnen ist. Die Abweichung der Citrat-Kurve ist in diesem Bereich innerhalb 
des mittleren Fehlers der Methode 2°. 


Praktische Anweisung zur Calcium- und Natrium-Serum- 
Analyse 


Erginzend zu der Gebrauchsanweisung von Zeif fiir das Flammenphoto- 
meter Modell III hat sich uns folgendes Vorgehen bei der Calcium- und Natrium- 
Serum-Analyse bewahrt: 

Vorkehrungen zur Erhéhung der Empfindlichkeit des MeBsystems fiir die 
Ca-Bestimmung. 

1. Die Blende sollte zu etwa 5/, ihrer Weite gedffnet werden. 

2. Der Abstand von der Scala zum Spiegelgalvanometer sollte < 3 m be- 

tragen. 

3. Bei noch zu geringer Empfindlichkeit muB die weitere Zerstaéuberdiise 
eingesetzt werden. Als ausreichende Empfindlichkeit erachten wir 60 Teil- 
striche (7'sca,Na — WW) bei einer Ca-Konzentration von 1 mg/100 ccm 
und einer Na-Konzentration von 32,5 mg/100 ccm. 


10 Uber den rein methodisch-analytischen Teil werden wir an anderer Stelle 
ausfiihrlicher berichten. 














Bd. 289 (1952) Die flammenphotometrische Bestimmung des Calciums 197 


4. Das Temperatur-Optimum der Flamme wird mit einer Calcium-Konzen- 
tration von etwa 2 mg/100 ccm, entspr. Abb. 3, anfangs festgestellt. Fiir 
jeden eingestellten Acetylendruck gibt es hierbei wieder einen optimalen 
PreBluft-Druck. 

Natrium- und Kalium-Analysen miissen bei niedrigerer Temperatur, aber 
noch steif brennender Flamme durchgefiihrt werden. Das Verhaltnis des Olivendl- 
Acetylendruckes bei der Calcium-Bestimmung zu dem entsprechenden Druck bei 
der Kalium- und Natrium-Bestimmung betrug bei unseren Messungen 8: 5. 
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Abb. 3. Ermittlung des Acetylen-Druck-Optimums fiir die Ca-Bestimmung. Das 
Optimum der Calcium-Emission liegt bei 80 mm Olivenél-Acetylen-Druck und 
0,42 atii PreBluft-Druck. PreBluft-P = 0,3 — 0,42 kg/cm*. Eichung: auf 200 Tlstr. 
bei: 50mm Olivendl-Acetylen-P., 0,35 kg/cm? PreBluft-P und 10 mg% CaCl. 
Es wurde das Ca-Filter 56 ZeiB verwandt. Die Anderung des PreBluft-Druckes um 
+ 0,06 atii bei einem Acetylen-Druck von 50 mm Olivenél bewirkt lediglich eine 
Anderung des MeBausschlages um +: 3 Ts. In diesen Bereich des PreBluft-Druckes, 
0,3 bis 0,42 atii, wurden die experimentellen Daten gewonnen. Bei Erhéhung des 
Acetylen-Druckes muB ein héherer PreBluft-Druck angewandt werden, so lange, bis 
die Flamme ruhig und steif brennt und die Flammenkegel ein klares Blau zeigen. 


Zur Herstellung der Eichkurven hat sich uns eine Verdiinnungsreihe von 
0,5, 1, 1,5, 2 u. 3 mg/100 cem bewahrt. Die Lésungen werden durch Verdiinnung 
aus einer CaCl,-Stammlésung hergestellt und mit dem Calcium-Filter ausgemessen. 

Der Natrium-Fehler wird durch eine Verdiinnungsreihe von 25, 27,5, 30, 32, 
35 und 40 mg/100 cem Natrium (als NaCl vorliegend), der jeweils 1 mg/100 ccm 
Calcium (als CaCl,) zugesetzt wird, ermitielt. Hierbei bleibt das Calcium-Filter 
eingestellt. Geeicht wird auf den zuvor gewonnenen MeBwert bei 1 mg/100 ccm 
Calcium mit der entsprechenden natriumfreien CaCl,-Lésung. Diese Ergebnisse 
der beiden Verdiinnungsreihen kénnen in einer Parameter-Darstellung (Abb. 4) 
zusammengestellt oder durch zwei selbstindige Kurven ausgewertet werden. Bei 
der Parameter-Darstellung geben die MeBwerte der Natrium-Fehlerfunktion die 
Ordinaten-Abstinde der einzelnen Parameter von dem Parameter bei 0 mg/100 ccm 
Natrium — d.h. von der reinen CaCl,-Kurve — an. 

Die Natrium-Serum-Konzentrationen, deren Kenntnis nach dem oben Ge- 
sagten zur genauen Serum-Ca-Analyse erforderlich ist, kénnen direkt, ohne 
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Beriicksichtigung der Ca- oder K-Beimischung, von einer Eichkurve abgelesen 
werden, die durch Messung der Na-Konzentrationen 1, 2, 2,5, 2,75, 3, 3,25, 3,5, 4 
und 5 mg/100 ccm (als NaCl) gewonnen wurde (Abb. 5). 

AuBer bei der Na-Fehlerfunktion wird die Eichung bei diesen Verdiinnungs- 
reihen jeweils zwischen zwei Messungen mit einer mittleren Konzentration der 
entspr. Reihe vorgenommen. Es empfiehlt sich, die Lésungen zur Aufstellung der 
Eichkurven so reichlich anzusetzen (100 bis 200 ccm), da die Messungen 5- bis 
10-mal wiederholt werden kénnen, wobei mindestens zwei Messungen an zwei ver- 
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Abb. 4. Parameterdarstellung zur Auswertung der MeBergebnisse bei der flammen- 
photometrischen Serum-Calcium-Bestimmung. & = 2,46-10-?, z= 1,80-10-%, 
k’na = 0,821, z’na = 5,37-10-3*. In der ersten Dimension (Ordinate) ist die ge- 
messene Teilstrichzahl angegeben. Die zweite Dimension beriicksichtigt den Fehler, 
der durch die Natrium-Beimischung im Serum entsteht. Die Na-Werte miissen 
durch eine getrennte flammenphotometrische Bestimmung ermittelt werden 
(mf = + 1 bis 2%). Von der dritten Dimension (Abscisse) 1aBt sich dann bei be- 
kannten Na-Werten die Serum-Calcium-Konzentration ablesen. 


schiedenen Tagen vorgenommen werden sollten. In die Kurven werden die arith- 
metischen Mittel eingetragen. Bei neuen Acetylenflaschen sollten die Eichkurven 
iiberpriift werden. Die beschriebenen Eichkurven sind nur fiir Serum-Analysen 
geeignet, fiir Urin-Untersuchungen miissen andere Eichkurven gewonnen werden. 
Als Eichlésung wird eine 0,02495-m. CaCl,-Lésung (10 mg/100 cem), die 0,03 Mol/l 
* Die gestrichenen Zeichen sind die Konstanten fiir die Na-Fehlerfunktion, 
die sich in diesem Bereich auch durch Gl. 1 darstellen 14Bt. 
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Citronensaure nach Sérensen enthalt, verwendet. Die Citronensiure verhindert 
das Ausfallen von Calciumcarbonat. Um das Wachsen von Mikroorganismen in der 
Eichlésung zu verhindern, sollten derselben 5 ccm einer 40-proz. Formaldehyd- 
Lésung/I zugesetzt werden. Formaldehyd hat in dem verwendeten Konzentrations- 
bereich keinen EinfluB auf die Lichtemission von Calcium, Natrium oder Kalium. 
AuBerdem muB dieser Eichlésung noch die bei der Na-Analyse beschriebene Na- 
trium- und Kalium-Konzentration zugefiigt werden (Na: 325 mg/100 ccm, K: 
18 mg/100 ccm). Vor Gebrauch wird die Lésung zur Calcium- und Kalium-Analyse 
10-fach und zur Na-Analyse 100-fach (entsprechend der Verdiinnung beim Serum) 
verdiinnt. Die Eichlésung wird in mit Silicon oder Paraffin tiberzogenen Glas- 
gefaBen aufbewahrt. 

Das Serum, das innerhalb von 2—3 Stdn. vom Blutkuchen durch Zentri- 
fugieren zu trennen ist, wird zur Ca- und K-Analyse 10-fach, zur Na-Analyse 
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Abb. 5. Eichkurve fiir die Natrium-Serum-Analyse. Die Kenntnis der Natrium- 
Serum-Konzentration ist zur genauen Ca-Serum-Analyse erforderlich. k = 0,0131, 
z = 0,125, h = 0,096. 


100-fach verdiinnt. Es soll nicht friiher als 1 Stde. vor der Messung verdiinnt 
werden wegen der sonst stattfindenden Bildung von Eiweif8prazipitaten. 


Zur Ca- und K-Analyse werden von uns 2 ccm Serum in ein 2 ccm-MeB- 
kélbchen gegeben und dasselbe bis zur Marke mit bidestilliertem Wasser aufge- 
fiillt. Bei der Na-Analyse verwenden wir 100 ccm-Me8k6lbchen und 1 ccm Serum. 


Da erfahrungsgemaB der Fehler bei der Herstellung der Verdiinnung gréBer 
ist als der der Messung, empfiehlt es sich, zwei Verdiinnungen desselben Serums 
unabhangig voneinander anzusetzen. 

Die Pipetten, mit denen das Serum pipettiert wurde, wurden geeicht, indem 
mit den fraglichen Pipetten Verdiinnungen einer beliebigen Na-Ausgangskonzen- 
tration angesetzt wurden. Pipetten, die von einem willkiirlich eingestellten (Blende) 
100%-Wert abwichen, wurden nicht verwendet bzw. mit einem Faktor versehen. 
Bei dieser Eichung verwendeten wir das Na-Filter wegen seiner relativ gréBten 
Selektivitat. 
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Diskussion 

Wie weit sich die angegebenen mathematischen Formulierungen 
beim Vergleich mit gréBeren Konzentrationsbereichen und genaueren 
experimentellen Daten als giiltig erweisen, bleibt weiteren Unter- 
suchungen vorbehalten. Fiir uns haben sich diese bei der Berechnung von 
Zwischenwerten sowie bei der Wiedergabe einer groBen Reihe von MeB- 
ergebnissen durch lediglich zwei Konstanten von groBem Nutzen er- 
wiesen. Die Konstante z ist charakteristisch fiir die Selbstumkehr der 
entsprechenden Linien, waihrend die Anderung der Oberflichenspannung, 
der Viscositaét und des spezifischen Gewichtes und mit diesen Faktoren 
auch die Temperaturinderung der Untersuchungslésung bei diesen 
Konzentrationen als lineare Zusatz-Funktion beschrieben werden 
kénnen. Es sei darauf hingewiesen, daB8 unsere Werte der Selbstumkehr 
nur integrierende Werte iiber einen Bereich verschiedener Temperaturen 
der Flamme darstellen. 

Die flammenphotometrische Serum-Calcium-Analyse ist bei rich- 
tigem Vorgehen geeignet, die zur Zeit angewandten klinischen Routine- 
bestimmungen wegen ihrer gréBeren Einfachheit bei gleicher Genauig- 
keit zu ersetzen. Den Vergleich von 20 flammenphotometrischen mit 
20 chemischen (Clark) Analysen zeigt Tab. 3. 

Tab. 3. Vergleich von 20 flammenphotometrischen und 20 chemischen Blut-Serum- 
Calcium-Analysen 





Ca-Bestimmung in 











Protokoll | Alter des ; ’ mg/100 ccm 
Nr.: Patienten klin. Diagnose: tlam- rs 
photom.| misch | chung 
21M. A. 24 J. latente Tetanie 10,2 | 10,5 0,3 
23 L. B. 47 J. klimakterische Beschwerden 10,1 | 10,4 0,3 
509 M. A. 24 J. A. T.-10-Therapie 14,7 | 14,7 0,0 
34 R. M. 36 J. Morb. Werloff 11,6 | 12,1 0,5 
63 S. H 29 J. vegetative Dystonie 10,3 | 10,4 0,1 
501 S.A 34 J. Verdacht auf Hypocalcimie 10,2 | 10,9 0,7 
26W.A 15 J. vegetative Dystonie in der Puber- 10,6 | 10,6 0,0 
tat 

507 D. H 26 J. A. T. 10-Medikation 12,8 | 12,6 0,2 
11H. D 37 J. vegetativ nervés 11,6 | 10,9 0,7 
20 T. J 52 J. Morb. Werloff 8,8 9,9 1,1 
513 1. J 62 J. Verdacht auf Hypocalcimie 10,9 | 11,4 0,5 
17S. J 61 J. A. T. 10-Medikation 18,6 | 19,5 0,9 
518 B. M. 44 J. vegetative Dystonie 12,1 11,9 0,2 
519 E. M. 40 J. latente Tetanie a2 | te 0,1 
521 R. D. | 6 Monate | Spasmophilie 7,3 | 6,9 | 0,4 
508 H. F. 42 J. A. T. 10-Behandlung 12,1 | 11,4 0,7 
510 C. H. 32 J. psychisch labil, Spasmen 11,2 | 10,9 0,3 
48. H. 43 J. Reaktive Depression 10,5 | 11,1 0,6 
2 Tt. M. 38 J. stupurése Depression 16 | 20 0,6 
3 L. E. 45 J. hypochondrische Depression 11,8 | 11,1 0,7 








+ 0,53 = m.quadr. 
Abweichung 
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Der Vergleich der flammenphotometrisch gewonnenen Werte mit den durch che- 
mische Analyse des gleichen Serums gewonnenen Daten ergibt, daB die Abweichung 
der beiden Analysenergebnisse den durch Einwagung ermittelten Fehler (mf +-4%) 
nicht erheblich tibersteigt. 

Jedoch 148t die Anzahl der gewonnenen Ergebnisse noch keine endgiiltige 
fehlerkritische Betrachtung zu. 


Zusammenfassung 


Der EinfluB anorganischer Anionen auf die Ca-Emission unter den 
Verhaltnissen des Blut-Serums wird geprift. Schwankungen dieser 
Anionen des Serums im biologischen Bereich bleiben ohne EinfluB auf die 
flammenphotometrische Ca-Analyse. 

Ks wird eine gebrochene rationale Funktion ersten Grades beschrieben, 
die einen groBen Teil der flammenphotometrisch gewonnenen Kurven 
befriedigend wiedergibt. 

Die GréBe des Natrium-Fehlers bei der Ca-Serum-Analyse wird 
dargestellt. 

Der EinfluB von organischen Ca-Komplex-Bildnern auf die Ca- 
Lichtemission wird geschildert. Es ergibt sich eine charakteristische 
Depression des MeBergebnisses durch Komplexbildner. 

Es wird ein geeignetes Vorgehen bei der flammenphotometrischen 
Bestimmung des Serum-Calciums beschrieben. 


Wir danken Herrn Dr. L. Roka (Frankfurt a. M.) fiir zahlreiche Anregungen 
und Literaturhinweise. 


Beitrage zur Analyse von Pterinen 
Von 
H. M. Rauen und W. Stamm 
Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitiit Frankfurt a. M. 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Not gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5, Dezember 1951) 


In einer friiheren Arbeit berichteten wir tiber die Charakterisierung 
von Pterinen mit Hilfe der Gegenstromverteilung!. Dabei ergaben sich 
Schwierigkeiten infolge der geringen Léslichkeit einiger Pterine in dem 
Lésungsmittelgemisch »/50-Salzsiure/n-Butanol, das sich bis jetzt als 
das brauchbarste erwies, und dann auch darin, da die Fluoreszenz- 
intensitaét nicht unter allen Milieubedingungen der Konzentration an 
Pterinen parallel geht. Sie ist vielmehr abhingig vom Milieu, in dem 
die letzteren gelést sind, vom py, der Salzkonzentration, dem Gehalt an 


1H.M. Rauen u. H. Waldmann, diese Z. 286, 180 [1950]. 
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organischen Lésungsmitteln u.a. ,, Quenching-Effekte‘‘ (Schwachungs- 
effekte) von Neutralsalzen und organischen Verbindungen auf die 
Fluoreszenzintensitét sind nicht nur fiir Pterine?, sondern auch fir 
Flavine* und fiir andere Verbindungen‘ bekannt geworden. 

So scheint es nicht ohne genauere Untersuchungen iiber die zur 
analytischen Verwendung der Fluoreszenzintensitat erforderlichen 
giinstigen Milieubedingungen® angezeigt, Gegenstromverteilungskurven 
quantitativ auszuwerten. 

Die Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Milieu, insbesondere 
von der Salzkonzentration bei gleichbleibendem py oder vom py bei 
gleichbleibender Salzkonzentration, kann eine weitere Méglichkeit zur 
Charakterisierung von Pterinen geben. Wir berichten im folgenden 
liber einige in dieser Richtung gemachte Erfahrungen. 

Es ist bekannt, daB die Fluoreszenzintensitat von Pterinen durch Phosphat- 
puffer vom py 6,8 im Bereich von 0—0,3 Mol verschieden stark geschwacht wird, 
wobei eine lineare Beziehung zwischen dem reziproken Wert der Fluoreszenz 
(= Fluoreszenz ohne Salz / aktuelle Fluoreszenz) und der Konzentration des 
anwesenden Anions bestehen soll?. Der Schwachungseffekt soll auf der Bildung 
einer dissoziablen, nicht fluoreszierenden Verbindung zwischen dem polaren Ion 
und dem Pterinderivat bestehen. Verschiedene Anionen, die mit dem gleichen 
Kation verbunden sind, wirken bei gleichen Konzentrationen verschieden stark 
schwachend. Es erscheint daher méglich, unter Verwendung von Puffern mit ver- 


schiedenen Anionen, die fiir diese geltenden Schwachungseffekte der Pterin- 
fluoreszenz zu ermitteln und sie als Charakteristikum zu verwenden. 
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700 
Abb. 1. Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat 
einiger Pterine von der Puffermolaritat bei py 6,8. 
Je Ansatz 4% 10-> Mol Pterin/1000 ccm. 
o—-o Pteridoxamin-aldehyd-(8); x——x Pterid- 
oxamin-carbonsiure-(8); A— +—A 8-Oxymethy]- 
pteridoxamin; @ --@ Pteridoxamin. Ordinate: 

50 % der Standardfluoreszenz. 

30h 

0 a Q2 molar Q3 


? 0. H. Lowry, O. A. Bessey u. E. J. Crawford, J. biol. Chemistry 180, 
389 [1949]. 

3 G. Weber, Biochem. J. 47, 119 [1950], vgl. auch O. A. Bessey, O. H. 
Lowry u. R.H. Love, J. biol. Chemistry 180, 755 [1949]. 
* Th. Forster, Fluoreszenz organischer Verbindungen, Géttingen 1951. 
5 Vgl. hierzu auch I. M. Simpson, Analyst 72, 382 [1947]. 
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Dieses Vorgehen setzt ein- 
mal die Fluoreszenzintensitat 
der Konzentration gleich, was 
nicht sicher ist, und sie ver- 
wendet als ,, Bezugsfluoreszenz‘‘ 
die Fluoreszenzintensitat der 
waBrigen Lésung ohne Puffer- 
zusatz. Reine waBrige Losun- 
gen von Pterinen haben aber 
verschiedene py-Werte, die mit 
denen des Puffers nicht tiber- 
einzustimmen brauchen. Man 
kann die ,,Bezugsfluoreszenz‘ 
nur dann in Rechnung setzen, 
wenn die Lésung des Pterins 
ohne Pufferzusatz den gleichen 
pu-Wert hat wie der verwen- 
dete Puffer. AuBerdem wird 
die absolute Konzentration der 
Pterine nicht beriicksichtigt. 
Es ist nicht gesagt, daB bei 
jeder Pterinkonzentration der 
Schwachungseffekt durch eine 
gegebene Anionenkonzentration 
gleich ist. 


Wenn man jeweils soviel 
Pterin in Wasser lést, daB die 
Fluoreszenzintensitaten anna- 
hernd gleich sind, so erhalt 
man nach Verdiinnen mit Phos- 
phatpuffer bis zu den gewiinsch- 
ten Konzentrationen und Be- 
rechnen der gemessenen Fluo- 
reszenz als Prozente der ,,Be- 
zugsfluoreszenz‘‘ Kurvenscha- 
ren, wie wir sie friiher® zur 
Charakterisierung der unter 
Einwirkung von Lebersuspen- 
sion aus Folsiure aerob ent- 
stehenden .V(12)-Formyl-fol- 
sdure? anzuwenden versuchten. 


Lost man dagegen stets 
4x 10-5 Mol eines Pterins in je 
1000 cm* Phosphatpuffer vom 
Px 5,8 steigender Konzentration 
und tragt die Fluoreszenzwerte 
direkt auf, so erhalt man eine 
Kurvenschar nach Abb. 1. Nach 
ihr nimmt der Schwiachungs- 
effekt etwa den gleichen Ver- 
lauf. Die Unterschiede im Kur- 
venverlauf nach dem friiheren 
Vorgehen waren also nur schein- 
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Abb. 2. Fluoreszenz-pq-Kurven verschiedener Pterine im Bereich von py 2—12. 

Teorell-Stenhagen-Puffermischung. a) Pteridoxamin, b) Pteridoxamin-aldehyd-(8), 

c) Pteridoxamin-aldehyd-(9), d) N(12)-Formyl-folsiure, e) N(12)-Formyl-pteroin- 

siure (Rhizopterin). Je Ansatz 4x 10~* Mol Pterin/1000 ccm. Ordinate: °4 der 
Standardfluoreszenz. 
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Abb. 3. Fluoreszenz-py-Kurven von a) 8-Oxymethyl-pteridoxamin und b) Pterid- 
oxamin-carbonsaure-(8). Je Ansatz 4x 10~-§ Mol/1000 ccm. Ordinate: % der 
Standardfluoreszenz. 
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bare; deshalb eignet sich dieses Verfahren nicht zur Charakterisierung 
von Pterinen. 

Sehr viel eindeutiger sind dagegen die Fluoreszenz-py-Kurven 
von Pterinen, wie Abb. 2—5 erkennen lassen. Jeder Kurvenpunkt gibt 
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Abb.'4. Fluoreszenz-py-Kurven von a) Pteridoxamin-dicarbonsaure-(8.9) und 
b) 8.9-Dimethyl-pteridoxamin. Je Ansatz 4 10-® Mol/1000 ccm. Ordinate: 
°% der Standardfluoreszenz. 
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Abb. 5. Fluoreszenz-py-Kurven von a) 9-Oxy-pteridoxamin, b) 9-Oxy-pterid- 
oxamin-carbonsaure-(8) und c) 9-Oxy-pteridoxamin-aldehyd-(8). Je Ansatz 
4x10-® Mol/1000 ccm. Ordinate: °%% der Standardfluoreszenz. 


die Fluoreszenzintensitét der. gleichen Pterinmengen (4% 10-* Mol/ 
1000 cm’) in Teorell-Stenhagen-Puffer® des entsprechenden py wieder. 
Dieser Puffer wurde gewahlt, weil er durch die py-Reihe 2—12 hindurch 
aus den gleichen Puffersalzen besteht, einen konstanten Kationen- 


8 T. Teorell u. E. Stenhagen, Biochem. Z. 299, 416 [1939]. 
14 
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gehalt aufweist und eine annahernd gleiche Pufferkapazitat besitzt. 
Samtliche Kurven sind qualitativ und quantitativ untereinander ver- 
gleichbar. 

Theoretische Schliisse iiber den Einflu8 von Substituenten auf die 
Fluoreszenzcharakteristiken des Pterinringes lassen sich aus diesen 
Beispielen noch nicht ziehen. Hierzu ware die Untersuchung einer sehr 
viel gréBeren Anzahl von Derivaten erforderlich gewesen, die uns nicht 
zur Verfiigung standen. Diese Beispiele zeigen aber, daB man in vielen 
Fallen die py-Fluoreszenzkurven zur Charakterisierung von Pterinen 
heranziehen kann. Sie zeigen ferner, daB es jedesmal erforderlich ist, 
das pq der maximalen Fluoreszenz zu ermitteln, wenn man aus den 
Intensititen quantitative Schliisse ziehen will. 

Das letztere gilt auch fiir die Papierchromatographie von 
Pterinen. Sie ist zweifellos ein viel einfacheres Verfahren zur Kenn- 
zeichnung von Pterinen, doch besteht dariiber kein Zweifel, daB sie 
allein als Analysenverfahren nicht geniigen kann. So gelingt es z. B. 
weder mit dem Butanol-Eisessig-Gemisch nach Partridge, noch mit 
dem Butanol-Ameisensiure-Wasser-Gemisch nach Weygand et al.®, 
noch mit der 3-proz. Ammonchloridlésung nach Tschesche et al.?®, 
die Pteridoxamin-carbonsaure-(8) vom Pteridoxamin-aldehyd-(8) papier- 
chromatographisch zu unterscheiden. Hierzu eignet sich besonders gut 
die Gegenstromverteilung|| 

In unseren friiher veréffentlichten Versuchen iiber die Gegenstrom- 
verteilung von Pterinen erhielten wir mit einem Praiparat von Pterid- 
oxamin-aldehyd-(8) eine deutlich zweigipflige Kurve, deren erstes, 
niedrigeres Maximum wir dem isomeren 9-Aldehyd und das héhere 
Maximum dem 8-Aldehyd zuordneten. Inzwischen erhielten wir weitere 
Aldehydpraparate, von denen wir zwei Verteilungskurven in Abb. 6 
wiedergeben. a) ist die (experimentelle und theoretische) Verteilungs- 
kurve des Pteridoxamin-aldehyds-(8) und b) diejenige von Pteridoxamin- 
aldehyd-(9). Die erstere zeigt deutlich eine zweite Komponente mit 
héherem [Pteridoxamin-carbonsiéure-(8), vgl. weiter unten] und die 
letztere eine weniger ausgeprigte mit niedrigerem Verteilungskoef- 
fizienten. Die Maxima der beiden Kurven liegen deutlich iiber ver- 
schiedenen Punkten der Abszisse, so dafs man auch mit der Gegen- 
stromverteilung zwischen den beiden isomeren Aldehyden unterscheiden 
kann. Vergleichen wir nun die Kurve des 8-Aldehyds mit der friher 
ver6ffentlichten, so fallt unter Beriicksichtigung, daB wir jetzt in einem 
anderen System die Kurvenpunkte auftragen (vgl. Versuchsteil), ihr 
Maximum mit dem kleineren der friiheren zusammen. 

Das friihere Praparat enthielt also nur eine kleine Menge vom 
Pteridoxamin-aldehyd-(8) und eine ebenfalls blau fluoreszierende Ver- 


® F.Weygand, A.Wacker u. V.Schmied-Kowarzik, Experientia 


[Basel] 6, 184 [1950]. 
10 R. Tschesche u. F. Korte, Chem. Ber. 84, 641 [1951]. 
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unreinigung als gréBere Menge, die wir nicht mehr identifizieren kénnen. 
Damit wird auch die Deutung der Kurvenschar vom Versuch iiber den 
photolytischen Abbau der Folsaure (?, 8. 187ff.) korrigiert. 

In dem Photolyseprodukt handelt es sich demnach nicht um Pterid- 
oxamin, sondern um Pteridoxamin-aldehyd-(8), der in Pteridoxamin- 
carbonsiaure-(8) iibergeht. Pteridoxamin entsteht aus der letzteren 
nur bei Anwendung intensiverer Ultraviolettbestrahlung, als sie uns 
mit der gewohnlichen Analysenquarzlampe méglich war. Der an- 








Abb. 6. Gegenstromverteilung von a) Pterid- 

oxamin-aldehyd-(8) und b) Pteridoxamin-alde- 

hyd-(9) im System n/50-Salzsiure/n-Butanol. _ 

x——x experimentelle und o—o theoretische 

Kurven. Ordinate: % der Standardfluoreszenz, 
Abszisse: Nr. der Réhrchen. 
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schwingende rechte Kurvenast in Abb. 6a deutet auf die Anwesenheit 
von Pteridoxamin-carbonsaure-(8) hin, denn nach Abb. 7a liegt das 
Maximum ihrer Verteilungskurve iiber 11,5 der Abszisse. Zur letzt- 
genannten Kurve ist auch die theoretische eingezeichnet. Die Uber- 
einstimmung der beiden zeigt eindeutig die Reinheit des Materials an. 
Dagegen wurde die Kurve b in Abb. 7 mit einem unreinen 8-Oxymethy]l- 
pteridoxamin erhalten. Vermutlich ist die zweite Komponente die 
isomere 9-Oxymethyl-Verbindung. 

Wenn auch die Gegenstromverteilung ein umstindlicheres Ver- 
fahren ist als die Papierchromatographie, so erlaubt sie nach unseren 
seitherigen Erfahrungen doch exaktere Aussagen als diese iiber die 
Natur der Verbindungen, vor allem aber iiber ihre Reinheit und lohnt 
somit die aufgewandte Miihe. 

SchlieBlich ist zur Charakterisierung der Pterine, wie zu derjenigen 
der Mehrzahl der organischen Verbindungen, die Ausmessung von 
Absorptionsspektren seit langem iiblich. Im Zusammenhang mit 
Arbeiten iiber den Mechanismus der fermentativen Umwandlung der 
Folsiure in Folininsiure haben wir auch die Ultraviolettabsorptions- 

14* 
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Abb. 7. Gegenstromverteilung von a) Pteridoxamin-carbonsaure-(8) und b) 8-Oxy- 

methyl-pteridoxamin (unreines Praparat) im System /50-Salzsdure/n-Butanol. 

x——x experimentelle Kurven, o—o theoretische Kurven. Ordinate: % der 
Standardfluoreszenz, Abszisse: Nr. der Réhrchen. 


spektren von Folsiure und Formylfolsiiure sowie der analogen Ver- 
bindungen ohne den Glutaminsiurerest (Pteroinsiure und Rhizopterin) 
miteinander verglichen. Wie Abb. 8 zeigt, besitzen die Spektren von 
Folsiure und Pteroinsiure auBer dem charakteristischen Maximum 
bei 256 mw noch ein anderes bei 282 mu. Beiden formylierten Ver- 
bindungen Formylfolséure und Rhizopterin fehlt das Maximum bei 
282 mu; sie besitzen einen der Pteritloxamin-carbonsaure-(8) ahnlichen 
Kurventyp. 

Ein weiterer Unterschied zwischen den nicht formylierten und 
formylierten Verbindungen ist der, daB die letzteren im Gegensatz 
zu den ersteren fluoreszieren. Durch Substitution am N-Atom 12, das 
die Briicke zwischen Pteridinanteil und dem aromatischen Ring bildet, 
verschwindet das Maximum bei 282 mu, die Absorption bei 256 mu 
wird vertieft, und ein Teil der absorbierten Energie wird in Form von 
Fluoreszenzlicht wieder emittiert. Eine Deutung dieser Veraénderungen 
wird erst versucht werden kénnen, wenn weitere Tatsachen iiber die 
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Zusammenhinge zwischen Struktur und Fluoreszenz von Pterinen 
bekannt sind. Die hier mitgeteilten Befunde regen zu Arbeiten in dieser 
Richtung an. 
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Abb. 8. Ultraviolett-Absorptionsspektren von a) Folsiure, b) Formylfol- 
siure, c) Pteroinsiure, d) Rhizopterin, e) Pteridoxamin-carbonsaure-(8). 
Jeweils 110-8 Mol/cem, py 7,1. 





Beschreibung der Versuche 


Die Fluoreszenzintensitit der Lésungen von Pterinen wurde mit dem 
Fluoreszenzzusatzgerat des Beckman-Spektrophotometers mit einer Anregungs- 
frequenz von 365 my vermessen. Als Standardfluoreszenz diente diejenige einer 
Lésung von 1,50 y Chininbase in 1 em® n/10-Schwefelsiure™. Sie wurde gleich 100 
gesetzt und die Pterinfluoreszenzen in Prozenten angegeben. 

Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat von der Puffermolaritat: 
Zunachst werden Phosphatpuffermischungen nach Sérensen vom py 6,8 der 
Molaritaten 0,1—0,6 hergestellt. Von den in Abb. 1 aufgefiihrten Pterinen wurden 
dann waBrige Lésungen der Konzentration 8 x 10~* angesetzt und dann gleiche 
Volumina der Puffermischungen und der Pterinlésungen miteinander vermischt. 
Die Molaritaéten an Puffermischungen waren dann 0,05—0,3, die der Pterine 
410-5, Das py simtlicher Lésungen wurde vor der fluorometrischen Vermessung 
mit dem kleinen Beckman-py-Meter kontrolliert. 

Fluoreszenz-py-Kurven: Von den in Abb. 2 bis 5 aufgefiihrten Pterinen 
wurden waBrige Stammlésungen der Molaritét 210-5 hergestellt und jeweils 
2 cm’ mit 8 cm® Teorell-Stenhagen-Puffermischung von py 2—12 vermischt. Die 
pPy-Werte wurden stets kontrolliert. Endkonzentration an Pterinen: 4 10~® Mol. 


11 W. Koschara, S.v.d.Seipen u. P.A. Aldred, diese Z. 262, 158 
[1939/40]. 
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Gegenstromverteilung: Die technischen Einzelheiten wurden friiher 
beschrieben!. Wir verwandten das Verteilungssystem 7/50-Salzséure/n-Butanol 
und lésten zunachst die Pterine in unterer Phase. Es wurden insgesamt in die 
untere Phase eingegeben: etwa 0,5 mg von Pteridoxamin-carbonsaure-(8), etwa 
0,1 mg von 8-Oxymethyl-pteridoxamin, etwa 1 mg von Pteridoxamin-aldehyd-(8) 
und etwa 0,5 mg von Pteridoxamin-aldehyd-(9). Wir verteilten 33-fach mit der 
Craigschen Metallapparatur. 2 cm* der unteren Phasen wurden mit 8 cm® der 
Teorell-Stenhagen-Puffermischung versetzt, deren py-Wert 1—2 Einheiten iiber 
dem py-Wert des Fluoreszenzmaximums lag (vgl. Kurven der Abb. 2—5). So 
erreichten wir durch die Anwesenheit der Salzsiure den py-Wert der Maximal- 
fluoreszenz. Die Fluoreszenzwerte wurden dann direkt aufgetragen, wahrend wir 
friiher bei 34-facher Verteilung die 24 MeBwerte iiber einer Abszissenskala von 
34 MaBeinheiten auftrugen. 

Ultraviolettabsorptionsspektren: Aliquote Teile waBriger Losungen 
von je 1x 10-5 Mol Pterin in je 1000 cm® wurden mit n/10-NaOH auf genau py 7,1 
eingestellt und dann mit dem Beckman-Spektrophotometer vermessen. 


Wir verdanken die Pterine der Freundlichkeit von Herrn Prof. F. Weygand, 
Heidelberg, Herrn Dr. E. Fischer, Frankfurt a. M.-Héchst, der Kali-Chemie 
A.-G., Hannover und der Hoffmann-La Roche A.-G., Grenzach. Der Kali- 
Chemie A.-G. danken wir sehr fiir weitere Unterstiitzung unserer Arbeiten, ferner 
Frl. G. HeB fiir ihre zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Der ,,Schwachungseffekt“ steigender Konzentrationen von Phos- 
phatpuffer des py 6,8 auf die Fluoreszenz von Pterinen ist wenig 


charakteristisch fiir die einzelnen Derivate. Sehr viel eindeutiger ver- 
laufen dagegen die Fluoreszenz-py-Kurven. 

Zur Charakterisierung von Pterinen eignet sich neben der Papier- 
chromatographie besonders die Gegenstromverteilung. Die Abweichungen 
der experimentellen von den theoretischen Kurven erlauben Aussagen 
iiber Vorhandensein geringer Mengen fluoreszierender Verunreinigungen. 

Vergleicht man die Ultraviolett-Absorptionsspektren der nicht 
fluoreszierenden Folséiure und Pteroinsiure mit denen der fluoreszie- 
renden Formyl-folséure und Formyl-pteroinsaéure (Rhizopterin), so fallt 
auf, daB die ersteren ein weiteres Absorptionsmaximum bei 283 mu 
haben. Dieses verschwindet bei der Formylierung am N-Atom 12, 
wobei aber die Fahigkeit, zu fluoreszieren, wiederkehrt. 
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Beitrag zur Bausteinanalyse von Proteinen in Futtermitteln 


I. Mitt.: Tryptophanbestimmung in Futtermitteln 
Von 
Johannes Briiggemann, Kraft Drepper und Gude Drepper 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernahrung der Tiere (Abteilung fiir Biochemie) 
der Universitaét Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1951) 


Die zur Bewertung von Futtermitteln meist durchgefihrte ,,Futter- 
mittelanalyse“, die das Eiwei8 nur in Form des sog. ,,Rohproteins“ 
(Gesamt-N nach Kjeldahl x 6,25) erfaBt und so keinen AufschluB iiber 
dessen wirkliche Zusammensetzung und biologische Wertigkeit gibt, 
wird den heutigen wirtschaftlichen Forderungen nach maximaler Aus- 
nutzung und giinstigster Futterzusammenstellung nicht mehr gerecht. 
Die einzelnen Bestandteile des Rohproteins miissen naher charakterisiert 
und analytisch erfaBt werden. Einen derartigen Versuch hat z. B. Synge? 
beschrieben, der die nichtproteinstickstoffhaltigen Bestandteile von 
Rye-Gras durch ionophoretische Fraktionierung avftrennt. Eine Viel- 
zahl von Arbeiten hat sich bereits mit der Zusammensetzung einzelner 
EiweiBfraktionen befaBt, die aus einzelnen Futtermitteln isoliert worden 
waren, Aber eine direkte Bausteinanalyse des Proteins der wirtschafts- 
eigenen Futtermittel wurde bisher nicht durchgefiihrt, da hier besonders 
bei kohlenhydratreichen Stoffen viele Stérsubstanzen vorliegen oder 
durch den Aufarbeitungsvorgang entstehen und auferdem hierdurch 
Aminosaureverluste auftreten kénnen, so daB eine anschlieBende Amino- 
sdiureanalyse nicht mehr méglich war. Jedoch ist es notwendig, der Ei- 
weiBbausteinanalyse direkt im Futtermittel besondere Aufmerk- 
samkeit zuzuwenden, denn bei allen bekannten Arbeiten iiber die pra- 
parative Gewinnung von Eiwei8 aus Futtermitteln wird immer nur ein 
gewisser Prozentsatz des Proteins gewonnen und nach Hydrolyse analy- 
siert. Es besteht dann keine Berechtigung, von der Zusammensetzung 
dieses Teils auf diejenige des Gesamtproteins im Futtermittel zu schlie- 
Ben, da bekannt ist, daB EiweiB-Fraktionen die Aminosauren nicht im 
gleichen Verhiltnis enthalten, wie sie im EiweiB8 der urspriinglichen 
Pflanze vorgelegen haben?. Es erscheint vielmehr denkbar, da8 die in 
den Pflanzenriickstinden etwa mit Geriistsubstanzen als innig ver- 
bundene Proteine oder Proteide verbleibenden EiweiBstoffe einzelne 
Aminoséuren mehr, andere weniger enthalten. Hinzu kommt, daB bei 
der Analyse der isolierten EiweiBfraktionen die freien Aminosiuren, die 
z. B. bei Gemiisen bis zu 40% der Gesamtaminosauren eines Futter- 


1 R. L. M. Synge, Biochem. J. 49, 642 [1951]. 
2 J. Schormiiller, Ernahr. u. Verpfleg. 4, 93 [1949]. 
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mittels ausmachen kénnen?, nicht mit erfaBt werden. Aus der Kenntnis 
dieser Tatsachen ergab sich die Forderung, zur Beurteilung des Roh- 
proteinwertes von Futtermitteln eine direkte Aminosiureanalyse der 


Nahrung anzustreben. 

Da das Tryptophan infolge seiner leichten Zerstérbarkeit bei den 
sonst iiblichen sauren Hydrolysen gesondert ermittelt werden muB, 
wandten wir uns zunachst dieser Aminosaure zu. 


Methodik 


a) Vorbereitung des Untersuchungsmaterials 

Zu allen Untersuchungen wurden die nach grober Zerkleinerung lufttrockenen, 
bei 60° im Trockenschrank nachgetrockneten und in der Kugelmiihle staubfein 
zermahlenen Futtermittel verwendet, die 8 Stdn. mit Ather im Soxhlet extrahiert 
worden waren. Fir stark kohlenhydrathaltige, wasserreiche Futtermittel ist eine 
Trocknung an der Luft wegen der starken oxydativen Verfarbung des Materials 
nicht méglich; hier empfiehlt es sich, eine Trocknung im Vakuumtrockenschrank 
bei niedrigen Temperaturen unter weitgehendem LuftsauerstoffabschluB anzu- 
wenden. Auch das Kochen bzw. Dampfen, Abpressen des Wassers mit nach- 
folgender rascher Trocknung im warmen Luftstrom fiihrt zu gut geeignetem Ana- 
lysenmaterial. 5 

b) Hydrolyse 


7,5 g Untersuchungsmaterial werden im 1-/-Kjeldahlkolben mit 100 ml 
20-proz. NaOH bis zur homogenen Verteilung kraftig geschiittelt, unter Stickstoff- 
Durchleitung (ca. 3 Blaschen/sec. durch eine mit konz. Schwefelsiure gefiillte 
Waschflasche) 20 Stdn. in einem Schwefelsiurebad von 130° C unter RiickfluB 
hydrolysiert, vom Ungelésten abzentrifugiert und auf das doppelte, Volumen mit 
15-n.Schwefelsiure neutralisiert (Indikatorpapier Merck). 

Nach Abzentrifugieren der bei der Neutralisation ausgefallenen Stoffe (,,Hu- 
mine‘‘ usw.) wird durch ein Kieselgurfilter (Schleicher & Schiill, Nr. 287) filtriert. 
Evtl. Filtrationsschwierigkeiten als Folge der gelegentlich auftretenden Aus- 
kristallisation von Natriumsulfat begegnet man durch Kinstellen der Lésung in 
einen Trockenschrank von ca. 40°C; das Filtrat ist klar, braunlich verfarbt. 

Im allgemeinen wird bei Einhaltung der Bedingungen die Hydrolyse voll- 
stindig sein; bei schwer aufschlieBbar erscheinenden Futtermitteln ist eine Uber- 
priifung der quantitativen Aufspaltung in bezug auf den N-Gehalt erforderlich. 
N-Bestimmungen Vor und nach der Hydrolyse ergaben z. B. bei den durchgefiihrten 
Modellversuchen (s. Tab. 1), daB die Aufspaltung hinsichtlich des N-Gehaltes 
quantitativ war (Uberpriifung durch Dialyse). 


c) Adsorption 


Vorbehandlung des Permutit E*: Das trockene Permutit E wird in 
einer Kugelmiihle fein gemahlen und in einem Siebsatz eine Fraktion mit einer 
Teilchengr6Be zwischen 0,075 und 0,1 mm abgesondert; diese wird in einer Saule 
mehrere Tage abwechselnd mit 1-n.HCl und, Wasser (250 ml je 50g Substanz) 
mindestens 25-mal mit Uberdruck gewaschen. Das so vorbereitete Adsorbens wird 
in Wasser aufbewahrt und vor Gebrauch wiederholt mit Wasser ausgewaschen. 

Fiillen der Saule: In die unten mit einem Wattebausch verschlossene 
Glassiule (Linge 21 em, @ 1 cm) wird soviel der wibrigen Aufschlimmung des 
3 C. Mezincesco, Bull. Acad. Med. Roum. 11, 388 [1941]. 

* Der Permutit-A. G., Diisseldorf, sei an dieser Stelle fiir die uns zur Ver- 
fiigung gestellten Muster gedankt. 
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Permutits ohne abzusetzen hineingegossen, daB bei Durchsaugen des Wassers und 
weiteren Waschwassers das sedimentierende Adsorbens in der Saule eine Héhe von 
7 cm erreicht. Es mu8 darauf geachtet werden, daB die Permutitsitule immer unter 
einem Fliissigkeitsspiegel steht. 

Durchfiihrung der Adsorption: Nachdem die Saule abermals mit ca. 
50 ml Wasser durchgewaschen wurde und der Fliissigkeitsmeniskus ca. 2 mm ober- 
halb der Adsorbensoberflache steht, wird das Vakuum ausgeglichen, 10 ml des 
neutralisierten Hydrolysates vorsichtig aus einer Pipette auf die Saiule gegeben, 
der Auffangzylinder (50-ml-MeBzylinder, NS 14) gewechselt und nach erneutem 
Anlegen des Vakuums die DurchfluBgeschwindigkeit auf ca. 6 Tropfen je min ein- 
gestellt. Es wird in kleinen Portionen mit insgesamt 100 ml Wasser nachgewaschen 
(DurchfluBgeschwindigkeit 30 Tropfen/min). Der Gesamt-Durchlauf, auf dem 
Wasserbad im Vakuum auf etwa 5 ml eingeengt, wird in einen 10-ml-MeBzylinder 
iibergefiihrt und auf 10 ml mit Wasser aufgefiillt. 

Regeneration der Saule: Nach der Adsorption wird die Saule mit ins- 
gesamt 150ml n.HCl eluiert, wobei die zuriickgehaltenen, gefarbten, die Trypto- 
phanbestimmung stérenden Substanzen ausgewaschen werden. Die Saule wird mit 
500 ml Wasser nachgewaschen und bleibt unter Wasser stehen. Bei 20-maliger 
Verwendung der gleichen Saéule wurde kein Nachlassen der Adsorptionskraft — 
bzw. Austauschfahigkeit — beobachtet. 


d) Tryptophanbestimmung 
Reagenzien: 

. Prazipitat-Reagens: 75g HgSO,, 55g HgCl, und 70g kristallwasser- 
haltiges Natriumsulfat werden in einer Mischung von 850 ml Wasser und 
68 ml Schwefelsiure (d 1,84) gelést und auf 1/ mit Wasser aufgefiillt. 

2. Waschreagens: Gleiche Teile des Prazipitat-Reagenses und 1-n. Schwefel- 
siure werden gemischt. 

3. 2-n. NaOH. 

. l-n. HCl. 

5. Eisessig. 

3. 0,05-proz. Natriumnitritlésung (kurz vor Gebrauch frisch bereiten). 

. 20-proz. Trichloressigsaure. 

. 3-proz. methylalkoholische Thymollésung. 

9. Obermayers-Reagens: 5 g FeCl; in 1000 ml 25-proz. HCl lésen. 

. Chloroform, frisch destilliert. 


Ausfiihrung: 3 ml des nach Adsorption erhaltenen Hydrolysates werden im 
Zentrifugenglas von 15 ml Fassungsvermégen mit 2 ml 2-n.NaOH versetzt, 5 ml 
Prazipitatreagens zugegeben und mit einem Glasstabchen gut gemischt, 20 min bei 
65° in einem Wasserbad gehalten und 30 min bei 20° gekiihlt, wobei ein flockiger, 
gelblicher Niederschlag entsteht, der das Tryptophan enthalt (bei Weizenkleie 
konnte diese Fallung erst nach tropfenweisem, vorsichtigem Zusatz von 2-n.NaOH 
bis fast zum Neutralpunkt und 15 min Erhitzen im siedenden Wasserbad erzielt 
werden). Nach Zentrifugieren, Dekantieren und Waschen des Riickstandes mit 5 ml 
Waschreagens unter sorgfaltigem Aufriihren wird abermals zentrifugiert, dekan- 
tiert und dann der Riickstand in 6 mln. HCI durch 10 min Einstellen in ein siedendes 
Wasserbad gelést. Nach Abkiihlen wird, falls Ungeléstes vorhanden, zentrifugiert 
und dekantiert. 5 ml der Lésung werden mit 1 ml Eisessig und 1 ml frisch be- 
reiteter Natriumnitritlésung 6 min im Reagensglas von 30 ml Fassungsvermégen 
im siedenden Wasserbad erhitzt und 10 min bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen. Nach Zugabe von 5 ml Trichloressigsiure, 1 ml Thymollésung und 5 ml 
Obermayers-Reagens (nach jeder Zugabe gut durchschiitteln) wird 10 min in ein 
kochendes Wasserbad eingestellt und weitere 10 min im flieBenden Wasser ge- 
kiihlt. Das Ausschiitteln der entstandenen Rotfairbung erfolgt mit 5 ml Chloroform. 
Ablesung im Stufenphotometer Filter S 50, 2-cm-Kleinkiivetten gegen einen Chemi- 
kalienblindwert. 
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Ergebnisse 
Auswertung der erhaltenen Tryptophanwerte 

Die Auswertung der so erhaltenen Tryptophanwerte der Futtermittel be- 
reitete insofern Schwierigkeiten, als es nicht méglich war, dem Futtermittel zu- 
gesetzte Tryptophanmengen quantitativ wiederzufinden, wenn zur Konzentrations- 
bestimmung die Eichkurve des Tryptophans (s. Abb. 1) zu Grunde gelegt wurde. 
Zur Aufstellung der Eichkurve wurden die Verhiltnisse denjenigen, wie sie bei der 
Tryptophanbestimmung im biologischem Material erforderlich sind, weitgehend 
angepaBt, d.h. es wurden 50 mg Tryptophan in 100 ml 20-proz. NaOH gelést, 
20 Stdn. unter RiickfluB gekocht (Tryptophanbestimmungen vor und nach der 
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Abb. 1. Eichkurve zur kolorimetrischen Tryptophanbestimmung. Auf EiweiBhydro- 
lysate, nicht aber auf Futtermittelhydrolysate anwendbar. 


Hydrolyse ergaben, daB durch diese kein Tryptophanverlust auftritt). Je 1, 2, 4, 6, 
8, 10 ml dieser 50 mg-proz. alkalischen Tryptophanlésung wurden mit 20-proz. 
NaOH auf 10 ml aufgefiillt (Blindwert: 10 ml 20-proz. NaOH), auf 20 ml mit 15-n. 
Schwefelsiure neutralisiert (Indikatorpapier Merck), 10 ml der neutralisierten 
Tryptophanlésung durch die Permutitsiule gegeben und wie bei der geschilderten 
Tryptophanbestimmung in Futtermittelhydrolysaten weiter aufgearbeitet. Die 
so gewonnene Tryptophaneichkurve (Abb. 1) 14B8t sich auf EiweiShydrolysate 
anwenden, was Versuche erwiesen, bei welchen bekannte Tryptophanmengen zu ver- 
schiedenen zu hydrolysierenden Proteinen zugesetzt wurden. Jedoch fiihrten Tryp- 
tophanzusatze zu Futtermittelhydrolysaten nicht zu den auf Grund der Eichkurve 
erwarteten Farbintensitéten. Die wiedergefundene Tryptophanmenge betrug bei 
allen untersuchten Futtermitteln nur ca. 80%, unabhangig von der Futtermittel- 
konzentration, zu der zugesetzt wurde. Ob sich die aus diesem Grunde aufgestellte 
Tryptophan-Futtermittel-Eichkurve (Abb. 2), die fiir alle hier untersuchten Ana- 
lysenproben (s. Tab. 1) den gleichen Verlauf zeigt, auch fiir andere Futtermittel 
verwenden la8t, bedarf der Uberpriifung. 

Zur Aufstellung der Futtermitteleichkurve wurde folgendermaBen verfahren: 
7,5 g Futtermittel wurden, wie beschrieben, hydrolysiert, ein Teil des Hydro- 
lysates mit 20-proz. NaOH auf die Halfte verdiinnt und dann zu je 20 ml der beiden 
unterschiedlichen Futtermittelkonzentrationen 2, 4, 6, 8 ml einer 100 mg-proz. 
Tryptophanlésung in 1-n.NaOH zugesetzt, so daB die Lésungen nach der Neutrali- 
sation auf 40 ml mit 15-n.Schwefelsiure auBer dem Tryptophan des Futter- 
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mittels 5,10,15 und 20 mg-proz. an Tryptophan waren. Auf Millimeterpapier 
wurden dann nach Reaktion und Ermittlung der prozentualen Durchlassigkeiten 
die Extinktion des verdiinnten Futtermittelhydrolysates bei einem beliebig ge- 
wahlten Punkt und in Abstinden von 5, 10, 15 und 20 cm die Extinktionen der 
Zusitze aufgetragen. Auf der so erhaltenen Kurve (Abb. 2, ausgezogene Kurve) 
wurde die Extinktion des unverdiinnten Futtermittelhydrolysates aufgesucht und 
in den entsprechenden Abstinden ebenfalls die Extinktionen der Zusitze einge- 
zeichnet (Abb. 2, unterbrochene Kurve). In den sich tiberdeckenden Teilen der 
beiden Kurven zeigten sie den gleichen Verlauf, die hohen Tryptophanzusatze zum 
unverdiinnten Futtermittelhydrolysat stellten eine kontinuierliche Fortsetzung 
der doppelt bestatigten Kurve dar. Um aus der so erhaltenen Kurve, die die relativen 
Verhiltnisse angibt, Absolutwerte ablesen zu kénnen, wurde der Konzentrations- 
unterschied zwischen dem unverdiinnten und dem auf die Halfte verdiinnten 
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Abb. 2. Tryptophan-Eichkurve zur Anwendung auf Hydrolysate von Weizenkleie, 
Klee, Luzerne, Kartoffel. 


Futtermittelhydrolysat in entgegengesetzter Richtung der Zusitze, beginnend bei 
der Verdiinnung, aufgetragen, und so der Nullpunkt festgelegt (s. Abb. 2, punktierte 
Kurve). Aus dem aus der Tryptophan-Futtermittel-Eichkurve entnommenen 
Tryptophanwert in mg% des neutralisierten Hydrolysates wird der Tryptophan- 
gehalt bezogen auf Trockenmasse und Rohprotein des Futtermittels berechnet. 
Fehlergrenze des Verfahrens 5—10%. 

Auf Grund dieser Auswertungsmethode wurden die in Tab. 1 unter ,,Alkali- 
sche Hydrolyse‘‘ gebrachten Ergebnisse erhalten: 


Tab. 1. Tryptophangehalt einiger Futtermittel nach alkalischer und fermentativer 
Hydrolyse. 








Alkalische Hydrolyse Fermentative Hydrolyse 
/ Tryptophan | Tryptophan | Tryptophan | Tryptophan 
Futtermittel in % in % in % in % 
d. Trocken- d. Roh- d. Trocken- d. Roh- 
Subst. proteins Subst. proteins 
Weizenkleio .... . 0,274 1,96 0,27 1,8 
ee ele 0,288 2,09 0,22 1,6 
Luzerne. ...... 0,250 1,56 0,22 1,35 
Kartoffel. ...... 0,144 2,06 0,132 1,89 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die sonst iiblichen Tryptophanbestimmungsmethoden sind im 
Hinblick auf ihre Anwendbarkeit zur Analyse eines alkalischen Gesamt- 
Futtermittel-Hydrolysates iiberpriift worden, wobei sich zeigte, daB 
keines der untersuchten Verfahren zu befriedigenden Resultaten fiihrte: 
Tryptophanbestimmung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd‘, mit Sal- 
petersiure®, mit Kaliumpersulfat, Thymol, Trichloressigsdure® und mit 
Glyoxylsdure? zeigten entweder eine zu geringe Spezifitat bzw. Empfind- 
lichkeit oder die bei der Durchfiihrung der Bestimmungsreaktion ent- 
standenen gefairbten Stérsubstanzen machten die Anwendung der ge- 
nannten Methoden unméglich. Unser neu entwickeltes empfindliches 
Verfahren zur Tryptophanbestimmung stellt eine Modifikation der 
Indikanreaktion nach Jolles® dar. Es basiert auf der stufenphotometri- 
schen Auswertung der Farbung, die sich nach Desaminierung des Trypto- 
phans mit Nitrit, anschlieBender Oxydation mit Obermayers-Reagens 
und Reaktion mit Thymol und Trichloressigsiure durch Chloroform 
ausschiitteln laBt. Jedoch fiihrte auch hier eine direkte Bestimmung des 
Tryptophans in den Futtermittelhydrolysaten zu viel zu hohen Werten 
infolge der groBen Anzahl der Stoérsubstanzen. Daher wurde vor der 
Farbreaktion noch eine Ausfallung des Tryptophans mit Quecksilber- 
salzen, ahnlich wie Lugg® sie zur Trennung von Tryptophan vom 
Tyrosin vorschlagt, durchgefiihrt. 

Um den Blindwert méglichst gering zu halten, war es erforderlich, 
das Hydrolysat weitgehendst von allen gefarbten und stérenden Sub- 
stanzen (u.a. Huminséuren) zu befreien. Zu diesem Zwecke wurden 
verschiedene Adsorptionsmittel unter wechselnden Adsorptions- und. 
Elutionsbedingungen iiberpriift. Zur Reinigung eines alkalischen, neu- 
tralisierten Futtermittelhydrolysates bewihrte sich am _ besten das 
Permutit E. 

Da im Verlauf der Untersuchungen zuniichst bei alkalischer Hy- 
drolyse ohne Stickstoffdurchleitung Verluste von zugesetztem Trypto- 
phan auftraten, wurde die fermentative Aufspaltung von Futtermitteln 
eingehend gepriift. Ein Vergleich der nach alkalischer und fermentativer 
Hydrolyse erhaltenen Resultate (vgl. Tab. 1) zeigt, daB die Tryptophan- 
werte, aufs Futtermittel berechnet, nach fermentativem Abbau nur um 
weniges niedriger liegen. Die bei der fermentativen Aufarbeitung ent- 
stehenden Stérsubstanzen zeigten anderen Charakter als die eines alkali- 
schen Hydrolysates und konnten mit gutem Erfolg durch Adsorption 
an eine Aluminiumoxydséule (vorher mit Salzsiure behandelt) abge- 


4 C. E. Graham, E. P.'Smith, St. W. Hieru. D. Klein, J. biol. Chem. 168, 11 
[1947]; J. R. Spies u. D.C. Chambres, Analyt. Chem. 20, 30 [1948]. 
°> H. Roth, Angew. Chem. 52, 149 [1939]. 
A. A. Albanese u. J. E. Frankston, J. biol. Chem. 144, 563 [1942]. 
S. Winkler, diese Z. 228, 50 [1934]. 
A. Jolles, diese Z. 84, 310 [1913]. 
J.W.H. Lugg, Biochem. J. 31, 1423 [1937]. 
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trennt werden. Durch Einwirkung zweier aufeinanderfolgender Enzym- 
systeme auf das fein zerkleinerte Analysenmaterial bei verschieden durch 
Pufferldsungen eingestelltem py konnte je nach Futtermittel eine 80 bis 
100-proz. Aufspaltung der N-haltigen Substanzen (Uberpriifung durch 
Dialyse) erzielt werden. Die so weitgehende fermentative Hydrolyse war 
méglich, wenn auf das Futtermittel nach einer Luizympulversuspension 
(neben Proteinasen und Proteidasen pilzliche Cellulasen enthaltend)* 
bei py 5,5 eine Pankreaspulversuspension bei py 8,8 ihre Wirksamkeit 
entfalten konnte. Eine starke EiweiBspaltung in reinen EiweiBsubstraten 
hatten schon Grassmann, Mayer und Waldschmidt-Leitz?® durch 
die stufenweise Einwirkung verschiedener Fermentsysteme erzielen 
konnen. 

Versuche, das gesamte Eiweif méglichst vollkommen aus dem 
Futtermittel herauszulésen und auf diese Weise die Schwierigkeit der 
Abtrennung der Stérsubstanzen zu umgehen, wurde mit Hilfe ver- 
schiedenster Extraktionsmittel unter gleichzeitiger Warmeeinwirkung, 
bzw. Ultraschallbehandlung bzw. Kryolyse unternommen, fihrten 
jedoch nicht zu der angestrebten vollstandigen Abtrennung aller stick- 
stoffhaltigen Substanzen. 

Im Gegensatz zu den durch EiweiB-Extraktion gewonnenen Werten 
erlaubt die im methodischen Teil geschilderte Hydrolysenmethode mit 
anschlieBender Adsorption der Stérsubstanzen eine Aussage iiber den 
wahren Tryptophangehalt eines Futtermittels. Auch der fermentative 
Abbau wird nach Herausarbeitung der jeweils giinstigsten Bedingungen 
fiir ein Futtermittel bis zur 100-proz. Hydrolyse der N-haltigen Sub- 
stanzen fiihren k6nnen und damit eine Angabe der tatsachlichen Trypto- 
phankonzentration gestatten. 


Zusammenfassung 


Zur Tryptophanbestimmung direkt in Futtermitteln wird eine 
Hydrolyse mit anschlieBender Adsorption stérender Begleitsubstanzen 
und nachfolgender kolorimetrischer Ermittlung des Tryptophans im 
Tryptophan- Quecksilber-Niederschlag nach einer aus der Indikan- 
reaktion nach Jolles neu entwickelten spezifischen und empfindlichen 
Methode beschrieben. 


* Den Luitpold-Werken, Miinchen, sei fiir die freundliche Uberlassung 
der beiden Fermentpraparate gedankt. 

10 W. GraBmann, K. Mayer und E. Waldschmidt-Leitz, Arztl. For- 
schung, 4, 17 [1950]. 
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Uber einen Farbstoff von Protein-Natur aus dem Schwamme 
Aplysina aerophoba Nardo 


Von 
S. Cmelik 
Aus der Ozeanographischen Station, Dubrovnik, Kroatien 


(Der Schriftleitung zugegangen{am 26. Januar 1952) 


Die Farbstoffe der Schwimme aus den Familien Aplysina und 
Verongia, die durch ihren Farbwechsel auffallen, wurden zuerst von 
Schulze? und spater von Crozier? als Indikatoren des tierischen Ge- 
webes beschrieben. 

Der an der adriatischen Kiiste weit verbreitete Schwamm Aplysina 
aerophoba Nardo, von der Bevélkerung Schwefelschwamm genannt, 
zeichnet sich ebenso durch seinen Farbenwechsel aus. In lebendem 
Zustand, d. h. im Meere, ist der Schwamm gelb bis rotbraun; auBerhalb 
des Wassers wird er in 1—2 Tagen allmahlich tief dunkelviolett. 

Alle Versuche, den urspriinglichen Farbstoff aus dem frischen 
Schwamme zu isolieren, mi®gliickten. Dabei konnte man sich itiber- 
zeugen, daB die gelbe Farbe von verschiedenen Carotinen herkommt 
und da8 der violette Farbstoff wahrscheinlich aus einer farblosen Ver- 
bindung entsteht. Wir versuchten deshalb, den entstandenen violetten 
Farbstoff aus dem getrockneten Schwamme zu gewinnen. Es zeigte sich, 
daB der Farbstoff in allen organischen Lésungsmitteln véllig unléslich 
ist. Seine Léslichkeit in verdiinnten und konzentrierten Saéuren sowie 
die leichte Fallbarkeit sprachen fiir eine heteropolare Natur dieser 
Verbindung. 

Wir extrahierten den Schwamm zuerst mit Aceton und holten 
dann den violetten Farbstoff mit verd. Salzsiiure heraus. Aus dieser 
Lésung wurde der Farbstoff durch Dialyse von niedrigmolekularen 
Substanzen befreit und das ausgeschiedene Produkt durch Zentrifu- 
gieren gewonnen. Durch mehrmaliges Wiederholen dieser Reinigung er- 
hielten wir ein violett-rotes amorphes Pulver. Die gereinigte Substanz 
enthalt 8,3% Stickstoff, 5,30 Schwefel und 1,23% Phosphor. Es wird 
sich demnach um ein Chromoproteid handeln. 

Der Farbstoff lést sich in verdiinnten Saiuren mit rotbrauner Farbe 
und fallt durch Zusatz von Alkalilaugen in Form eines violetten Nieder- 
schlages wieder aus. Nach dem Behandeln mit Zink in Essigsiure, oder 
nach kurzem Erhitzen mit Salpetersiure, kann man die Substanz nur 
als braunen Niederschlag zuriickgewinnen. Nach kurzem Behandeln 
mit Kalilauge wandelt sich der Farbstoff ebenso in einen braunen Stoff 
um. Alle bisherigen Versuche, die farbige Komponente abzutrennen, 
scheiterten. 


1 Schulze, Z. wiss. Zool. 30, 387, 396, 416 [1878]. 
2 W. J. Crozier, J. biol. Chemistry 25, 455 [1918]. 
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Der Farbstoff ist schwer hydrolysierbar. Erst nach 48-stdg. Be- 
handeln mit konz. Salzsiure bei 120° konnte die EiweiSkomponente 
vollkommen gespalten werden. Die entstandenen Aminosiuren wurden 
mittels der zweidimensionalen Verteilungschromatographie bestimmt. 
Unter 17 Spaltprodukten konnten 14 bekannte Aminosiuren festgestellt 
werden, und zwar Glykokoll, Alanin, Phenylalanin, Tyrosin, Valin, 
Leucin, Serin, Threonin, Cystin, Asparaginséure, Glutaminsiure, 
Ornithin, Lysin und Prolin. Die Substanz ahnelt in bezug auf die Zahl 
der Aminosiuren dem Spongin. Akabori, Satake und Ono? fanden 
im Sponginhydrolysat alle hier aufgezihlte Aminoséuren und daneben 
noch Oxyprolin, Arginin, 3.5-Dijod-tyrosin sowie £-Oxyglutaminsiure. 


Butanol Butano! 





I- Chromatogramm des aus dem Farbstoff von Aplysina aerophoba Nardo 
erhaltenen Hydrolysats. 


II. Vergleichschromatogramm eines Gemisches bekannter Aminosauren. 


Beschreibung der Versuche 
Herstellung des Farbstoffes 


Etwa 800g lufttrockenen Schwammes wurden grob gepulvert und mit 
Aceton 24 Stdn. extrahiert, getrocknet und mit 11 /2-Salzséure perkoliert. Die 
dunkel-rotbraune Lésung wurde filtriert und 48 Stdn. in einem Cellophansack gegen 
Leitungswasser dialysiert. Der ausgeschiedene Niederschlag wurde von der rot- 
braunen Lésung abzentrifugiert, in 200 com n/2-Salzsiure gelést und wiederum 
24 Stdn. dialysiert. Das ausgeschiedene Produkt wurde zum dritten Mal gegen 
dest. Wasser dialysiert. Nach dem Zentrifugieren war die abgetrennte Lésung vollig 
klar und farblos. Der Farbstoff wurde in der Zentrifuge mit Alkohol und Ather 
gewaschen und im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausb.: 240 mg rot- 
braunes amorphes Pulver. Schmp. 320° (Zers.). 


10,1, 20,2 mg Sbst.: 4,20, 8,38 com n/70-H,SO,. — 39,1, 68,8 mg Sbst.: 33,3, 
59,2 mg (NH,)s[P(Mo,0,9),]. — 92,4 mg Sbst.: 36,2 mg BaSQ,. 


Gef. N 8,31, 8,29, P 1,22, 1,24, S 6,30. 


3 §. Akabori, K. Satake u. H. Ono, Science [Japan] 20, 132—133 [1950], 
zit. nach Chem. Abstr. 45, 10271 [1951]. 
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Verteilungschromatographische Untersuchung der Spaltprodukte 

36 mg Subst. wurden in 5 cem konz. Salzsiure gelést und 48 Stdn. im Olbad 
bei 120° erhitzt. Die Salzsiure wurde im Vakuum abgeraucht und das Hydrolysat 
in 3 cem Wasser gelist. 0,1 com wurde nach Consden, Gordon und Martin‘ auf 
Whatman-Filterpapier Nr. 1 chromatographiert. Das Chromatogramm wurde 
72 Stdn. mit Butanol und 48 Stdn. mit Phenol entwickelt, mit einer fein zerstéubten 
Lésung von 0,1% Ninhydrin in Butanol bespritzt und 1 Stde. im Trockenschrank 
bei 90° erhitzt; es konnten 17 Flecke beobachtet werden. (Chromatogramm I.) 14 
Flecke entsprechen nach ihrer Stellung folgenden Aminosauren: Asparaginsaure (1), 
Cystin (2), Ornithin (3), Serin (4), Glykokoll (5), Glutaminsaiure (6), Lysin (7), 
Threonin (8), Alanin (9), Tyrosin (10), Valin (11), Prolin (12), Leucin und Isoleucin 
(13), Phenylalanin (14). (Vergleichschromatogramm II.) Drei Flecke konnten nicht 
identifiziert werden, da sie sonst in normalen EiweiBhydrolysaten nicht vorkommen. 
Der in der obersten Ecke gelegene Fleck diirfte nach seiner Lage und Farbe 
einem Cystinderivat, vielleicht Cysteinsiure, entsprechen. 


Herrn Mr. ph. B. Brisky vom Hygienischen Institut in Zagreb danke ich 
herzlichst fiir die Ausfiihrung des Verteilungschromatogrammes. 


Herrn Dr. T. Gamulin danke ich fiir die Unterstiitzung mit den Mitteln der 
Station. 


Zusammenfassung 


Aus dem Schwamm A plysina aerophoba Nardo wurde ein amorpher, 
siureléslicher Farbstoff von Protein-Natur isoliert. Im Hydrolysat 
konnten durch Papierchromatographie 14 Aminosiiuren erkannt werden, 


4 R. Consden, A. H. Gordon u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 88, 224 
[1944]. 


Weitere Untersuchungen zur Mitosegiftwirkung 
von Stilbylaminderivaten 


Von 
Hans Lettré! und Ingrid Delitzsch? 
Aus dem Chemischen und Organisch-chemischen Institut der Universitit Gottingen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Januar 1952) 
Im AnschluB8 an unsere friiheren Untersuchungen® iiber die Ab- 
haingigkeit der Mitosegiftwirkung von der Substitution bei Stilbylamin- 
derivaten haben wir eine Reihe von Abkémmlingen des Stilbylamintyps 


dargestellt. Das 4’-Methoxy-Derivat zeigt mit 4—5 y/ecm Wirksamkeit 





1 Jetzige Anschrift: Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universi- 
tat Heidelberg. 

2 Auszug aus der Dissertation I. Delitzsch, Gottingen 1946. 

3H. Lettré u. I. Delitzsch, diese Z. 281, 139 [1944]. 
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Weitere Untersuchungen zur Mitosegiftwirkung 
an in vitro geziichteten Fibroblasten*. Wir untersuchten 1944 das von 
Reichert® aus Piperonal und Phenylnitromethan hergestellte 3’.4’- 
Dioxymethylen-stilbylamin (I) und fanden es mit 3 y/cem wirk- 
sam. Inzwischen war durch die Untersuchung der homologen Ather in 
der 4’-Stellung der Stilbylamine gefunden worden, da& bei dem Athoxy- 
derivat ein Maximum der Wirkung vorliegt®. Es erschien daher von 
Interesse, auch bei den cyclischen Athern Homologe, z. B. die 3’.4’- 
Dioxyaethylen-Verbindung, darzustellen. Der 3.4-Dioxyithylen- 
benzaldehyd ist von Gattermann’ beschrieben worden; wir haben ihn 
in der iiblichen Weise mit Phenylnitromethan kondensiert und das Ni- 
trostilben zum Stilbylamin (II) reduziert. Das Produkt erwies sich als 
gut wirksam und zeigte quantitativ mit 0,75 y/cem als unterer Wirkungs- 
grenze eine Vervierfachung der Wirkung gegeniiber der Dioxymethylen- 
verbindung. Es zeigt sich also auch bei den cyclischen Athern eine Wir- 
kungssteigerung beim Ubergang von einem zu zwei C-Atomen. 

CH, 

iy Se le 

(CHy]n A CH-NH, 


a ee 


n't, i. n=2; PP. n=, 


Es schien weiterhin notwendig, zu priifen, ob auch héhergliedrige 
cyclische Ather noch Wirksamkeit bei der Kombination mit dem Stil- 
bylaminsystem zeigen. Ausgangsmaterialien hierfiir waren die von 
Ziegler, Liittringhaus und Wohlgemuth® beschriebenen Poly- 
methylenaither des Brenzcatechins. Herr Prof. Liittringhaus stellte 
uns liebenswiirdigerweise Proben der Tetra- und Hexamethylenverbin- 
dungen zur Verfiigung, fiir deren Uberlassung wir auch an dieser Stelle 
nochmals danken méchten. Herr Liittringhaus aiuBerte aber Zweifel 
dariiber, ob es méglich sein wiirde, aus diesen Verbindungen den Aldehyd 
darzustellen, da das bei der Gattermannschen Aldehyd-Synthese ver- 
wendete Aluminiumchlorid die relativ labile cyclische Atherbindung 
spalten wiirde. Da wir fiir die Darstellung substituierter Stilbylamine 
substituierte Aldehyde bendtigten, haben wir uns damals mit dem An- 
wendungsbereich der Aldehydsynthese nach Vilsmeier und Haack® 
beschaftigt!”. Bei dieser Reaktion kommt N-Methyl-formanilid mit 


4H. Lettré u. H. Fernholz, diese Z. 278, 175 [1943]. 
5 B. Reichert u. A. Hoffmann, Arch. Pharmazie 274, 153, 219 [1936]. 
6° H. Lettré, A. Mex, Diplomarbeit Gottingen 1944; H. Lettré, A. Mex 
u. E. Ruhbaum, diese Z. 289, 119 [1952]. 

? Gattermann, Liebigs Ann. Chem. 857, 373 [1907]. 

8 Liebigs Ann. Chem. 528, 162 [1937]. 

® Vilsmeier u. Haack, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 119 [1927]. 

10 H. Lettré, H. Klie, Diplomarbeit Géttingen 1944, und A. Kersting, 
Diplomarbeit Géttingen 1944, Dissertation Géttingen 1947. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 15 
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Phosphoroxychlorid auf die umzusetzende Verbindung zur Einwirkung. 
Wir haben bei unseren vergleichenden Untersuchungen!’ festgestellt, 
daB diese Aldehydsynthese nach dem Ort des Eintritts der Aldehyd- 
gruppe vollig der Gattermannschen entspricht. In dem hier vorliegenden 
Falle der Einfiihrung der Aldehydgruppe in Tetramethylen-brenz- 
catechinather hat sich diese Methode sehr gut bewahrt, so daB sie in 
solchen Fallen labiler Ather Vorteile gegeniiber der Gattermannschen 
Methode bietet. Der 3.4-Tetramethylen-dioxybenzaldehyd wurde mit 
Phenylnitromethan kondensiert und das Nitrostilben durch Reduktion 
in das 3’.4’-Tetramethylen-dioxystilbylamin (III) tbergefihrt. 
Es zeigte bemerkenswerterweise keinerlei Wirkung als Mitosegift. In 
Mengen bis zu 30 y/ecm war das Wachstum der Kulturen véllig unbe- 
einfluBt, und mit noch héheren Dosen war Vakuolisierung und Ver- 
fettung der Zellen zu beobachten, aber keine Mitosehemmung. Das gleiche 
gilt fiir die analog hergestellte Hexamethylenverbindung, bei der jedoch 
die Zwischenprodukte und das Stilbylamin selbst nicht kristallin er- 
halten wurden, so da dieser Befund nur zusitzlich erwaihnt sei. Es 
zeigt sich also, da& zwar in der Athylendioxyverbindung noch eine 
Steigerung der Wirksamkeit vorliegt, da diese aber bei den héheren 
eyclischen Athern iiberhaupt erlischt. 

Wie schon frither erwahnt®, besitzt das 4’-Methyl-stilbylamin mit 
10 y/ecm Wirkung als Mitosegift. Wir haben nun aus dem Hydrinden- 
aldehyd und dem Tetralinaldehyd das 3’.4'-Trimethylen- und das 
3’.4’-Tetramethylen-stilbylamin (IV) dargestellt. Beide Ver- 
bindungen erwiesen sich als wirksam, und zwar die Trimethylenverbin- 
dungen mit 7y, die Tetramethylenverbindungen mit 10 y/ccm als 
unterer Wirkgrenze, so daB diese cyclischen Verbindungen mit dem 
4’-Methyl-Derivat in der Wirksamkeit nahezu iibereinstimmen. 

Wir haben weiterhin den «- und den £-Naphthalinaldehyd mit 
Phenylnitromethan kondensiert und die Zwischenprodukte in das 
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2’.3’-Benz- und 3’.4'-Benz-stilbylamin (V) itbergefihrt. Im 
Gegensatz zu den hydrierten Verbindungen zeigten diese beiden Stoffe 
keine Mitosegiftwirkung, sie bewirken in Dosen um 30 y/ccm Vakuoli- 
sierung der Zellen, mit 60 y/ccm stiirkere Schadigung der Zellen ohne 
das Bild einer Mitosehemmung. 

Dieser Befund ist im Hinblick auf den Vergleich von cancerogener 
Wirkung und Mitosegiftwirkung von Interesse. Wahrend das 3.4- 
Benzpyren (VI) einer der starkst wirksamen cancerogenen Faktoren ist, 
besitzt die 3.4-Tetrahydro-Verbindung (VII) diese Wirkung nicht mehr. 
Bei den Stilbylaminen ist umgekehrt die 3’.4’-Tetramethylen-Ver- 
bindung als Mitosegift wirksam, wahrend die 3’.4’-Benz-Verbindung 
keine Wirksamkeit besitzt. Die Substitutionsabhingigkeit bei beiden 
physiologischen Wirkungen ist also gerade entgegengesetzt. Im Hinblick 
auf AuBerungen in der Literatur, da cancerogene Wirkung und Mitose- 
giftwirkung gleichgesetzt werden kénnen, erscheint uns dieser Befund 
von grundsatzlicher Bedeutung. 


Beschreibung der Versuche 


3’.4’-Athylendioxy-«-nitro-stilben : 1,64 g 3.4-Athylendioyy-ben- 
zaldehyd und 1,4g Phenylnitromethan werden mit 3 ccm absol. Alkohol, 
0,05 g Methylaminhydrochlorid und 0,02 g Soda versetzt. Die Mischung wird 
8 Tage bei + 4° stehen gelassen. Die ausgeschiedene gelbe Kristallmasse wird abfil- 
triert und aus Alkohol umkristallisiert. Lange gelbe Nadeln vom Schmp. 142—143°. 
Ausb. 1,9 g (68% d. Th.). 


C,6H,30,N (283,3). Ber. C 67,84, H 4,63, N 4,96. 
Gef. C 67,88, H 4,85, N 5,01. 


«-Phenyl-f-[3.4-athylendioxy-phenyl]-athylaminhydrochlorid: 1 g des 
Nitrostilbens wird mit 1g Zinkstaub verrieben und unter Riihren in ein 
Gemisch von 15 ccm Eisessig und 30 ccm Alkohol eingetragen. Nach beendeter 
Reduktion (erkennbar an der Entfarbung der Lésung) wird die Lésung filtriert 
und mit viel Wasser versetzt, wobei sich das Oxim des 3’.4’-Athylendioxy- 
desoxybenzoins abscheidet. Nach 12 Stdn. wird es abfiltriert und aus Alkohol- 
Wasser umkristallisiert. 0,7 g farblose Naidelchen vom Schmp. 108—109°. Das 
Oxim wird in alkoholischer Lésung unter Zugabe von Eisessig mit 3-proz. Na- 
triumamalgam hydriert. Unveraindertes Oxim wird aus der essigsauren Liésung 
mit Wasser ausgefallt und abfiltriert. Das Amin wird aus dem mit Ammoniak ver- 
setzten Filtrat in Ather iibergefiihrt und aus der getrockneten atherischen Lésung 
mit atherischer Chlorwasserstofflésung als Hydrochlorid gefallt. Aus Alkohol- 
Ather werden 0,25 g farbloser Kristalle vom Schmp. 225—228° erhalten. 


C,,H,,02NCI (291,8). Ber. N 4,79. Gef. N 4,66. 


3.4-Tetramethylendioxy-benzaldehyd:7g N-Methyl-formanilid wer- 
den unter Kiihlung mit 8 g Phosphoroxychlorid versetzt und anschlieBend 2 Stdn. 
bei Eiskiihlung stehen gelassen, wobei in der Mischung eine Additionsverbindung 
der beiden Komponenten auskristallisiert. AnschlieBend gibt man hierzu 9,5 g 
Brenzcatechin-tetramethylenather und schmilzt die Mischung auf dem 
Wasserbade zusammen (Steigrohr mit Chlorcalciumrohr). Nach 2 Stdn. ist die 
Reaktion, die an Dunkelfarbung und Chlorwasserstoffentwicklung erkennbar ist, 


1H. v. Euler u. Bol. Skarzynski, diese Z. 281, 177 [1944]; 277, 18 [1942]. 
15* 
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beendet. Nach dem Abkiihlen wird die Mischung mit Eis versetzt und die waBrige 
Lésung mehrfach mit Ather ausgeschiittelt. Der Aldehyd wird aus der atherischen 
Lésung mit Bisulfitlésung ausgeschiittelt und aus dieser wieder in Ather tibergefiihrt. 
Der Riickstand dieser atherischen Lésung stellt ein hellgelbes Ol dar (5g). Zur 
Charakterisierung wurde einmal das 2.4- Dinitrophe nylhydrazon Pad tog 
aus Chloroform rote Nadeln vom Schmp. 217—218°. Das Semicarbazon bildet 
aus Alkohol oder Essigester farblose Kristalle vom Schmp. 179—180°. 


C12H,;03N; (249,2). Ber. N 16,85. Gef. N 16,90. 


3'.4’-Tetramethylendioxy-stilbylamin-hydrochlorid: | Aquimolekulare 
Mengen des Aldehyds und von Phenylnitromethan werden wie oben be- 
schrieben kondensiert. Das Nitrostilben bildet aus Alkohol gelbe Blattchen vom 
Schmp. 118—119°. 

C,,H,,0,N (311,3). Ber. N 4,49. Gef. N 4,41. 


Die Reduktion mit Zinkstaub wird entspr. durchgefiihrt und das élige Oxim wie 
oben mit Natriumamalgam hydriert. Das Hydrochlorid bildet aus Alkohol-Ather 
farblose Kristalle vom Schmp. 182—186°. 

4’-Methyl-stilbylamin- hydrochlorid: p- Tolylaldehyd wird analog 
mit Phenylnitromethan kondensiert. Das 4’-Methyl-a-nitrostilben bildet 
aus Alkohol hellgelbe Blattchen vom Schmp. 80—81°. 

C,5H,;0.N (239,3). Ber. N 5,86. Gef. 5,81. 
Das Nitrostilben wird analog mit Zinkstaub reduziert. Das _ Oxim wird analog 
mit Natriumamalgam hydriert. Das Hydrochlorid des 4’-Methyl-stilbylamins 
bildet aus Alkohol-Ather farblose Kristalle vom Schmp. 252—254°. 

3’.4’-Trimethylen-stilbylamin-hydrochlorid: Aquimolekulare Mengen 
von Hydrinden- aldehyd-(5)7_ und Phenylnitromethan werden wie oben konden- 
siert. Das 3’.4’-Trimethylen-«-nitrostilben bildet aus Alkohol gelbe Nadeln 
vom Schmp. 104—105°. 

Cy;H,,;0.N (265,3). Ber. N 5,28. Gef. N 5,19. 
Das Nitrostilben wird wie oben mit Zinkstaub reduziert. Das Oxim des 3'.4’- 
Trimethylen-desoxybenzoins bildet aus Eisessig- Wasser farblose Nadelchen 
vom Schmp. 110—112°. Es wird wie oben mit Natriumamalgam hydriert. Das 
Hydrochlorid des 3’.4’-Trimethylen-stilbylamins bildet aus Alkohol-Ather 
farblose Kristalle vom Schmp. 254—256°. 

3’.4’-Tetramethylen-stilbylamin-hydrochlorid: Aquimolekulare Men- 
gen von Tetralin- -aldehyd- (6)? und Phenylnitromethan werden wie oben kon- 
densiert. Das 3’.4’-Tetramethylen-x-nitrostilben bildet aus Alkohol lange 
gelbe Nadeln vom Schmp. 102°. 

C,,H,,0,N (279,3). Ber. N 5,01. Gef. N 4,95. 


Das Nitrostilben wird mit Zinkstaub zum Oxim reduziert und dieses mit Natrium- 
amalgam hydriert. Das Hydrochlorid des 3’.4’-Tetramethylen-stilbyl- 
— bildet aus Alkohol-Ather farblose Kristalle vom Schmp. 225—226°, Das 
N-Acety1-Derivat wird aus Benzol-Petrolather in Form farbloser Niadelchen vom 

Schmp. 120—121° erhalten. 

2’.3’-Benz-stilbylamin-hydrochlorid: Aquimolekulare Mengen von 
1-Naphthaldehyd® und Phenylnitromethan werden wie oben konden- 
siert. Das Nitrostilben bildet aus Alkohol dunkelgelbe Blattchen vom Schmp. 
123—124°, 

Cy,H,;0,N (275,3). Ber. N 5,09. Gef. N 5,08. 


12 Bodroux, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 188, 92, 700 [1904]; T. Kikkoji, 
Biochem. Z. 85, 66 [1911]. 
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Das Nitrostilben wurde mit Zinkstaub zum Oxim reduziert und dieses mit Natrium- 
amalgam hydriert. Das Hydrochlorid des 2’.3’-Benz-stilbylamins bildet 
aus Alkohol-Ather farblose Nadelchen vom Schmp. 189—190°. 

3’.4’-Benz-stilbylamin-hydrochlorid: Aquimolekulare Mengen - 
Napb thaldehyd® und Phenylnitromethan werden analog wie oben konden- 
siert. Das nur in éliger Form erhaltene Nitrostilben wird mit Zinkstaub reduziert 
und das ebenfalls nur élig erhaltene Oxim mit Natriumamalgam hydriert. Das 
Hydrochlorid des 3’.4’ - Benz-stilbylamins bildet aus Alkohol-Ather farblose 
Blattchen vom Schmp. 230—232°. 


Zusammenfassung 


Es wird die Darstellung des 3’.4’-Dioxyathylen- und -Dioxy- 
tetramethylen-stilbylamins  beschrieben. Die Dioxyithylen- 
verbindung ist als Mitosegift viermal stirker wirksam als die Dioxy- 
methylenverbindung; die Tetra- und Hexamethylenverbindungen be- 
sitzen keine Wirksamkeit. 4’-Methyl-, 3’.4'-Trimethylen- und 3’.4’-Te- 
tramethylen-stilbylamin sind mit 7—10 y/cem als Mitosegifte wirksam. 
Hingegen sind das 2’.3’-Benz- und das 3’.4’-Benz-stilbylamin 
keine Mitosegifte. Die Abhaingigkeit der Wirkung von der Substitution 
ist bei cancerogenen Kohlenwasserstoffen und Mitosegiften verschieden. 


18 Tschitschibabin, Ber. dtsch. chem. Ges. 44, 447 [1911]. 


Zur biologischen Bedeutung von a-Oxy-tryptophan (Oxindol-alanin) 
Von 
Adolf Butenandt, Heinrich Hellmann und Gisela Hanser 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiol.-chem. Institut 
der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Februar 1952) 


Vor zwanzig Jahren hat Kotake! das damals noch unbekannte 
«-Oxy-tryptophan (Oxindol-alanin) als Zwischenprodukt bei der 
biologischen Umwandlung von Tryptophan in Kynurenin ange- 
sprochen. 

Als Wieland und Witkop? diese Aminosiure vor zehn Jahren 
durch Isolierung aus dem Hydrolysat des Knollenblatterpilzgiftes 
Phalloidin erstmals in Substanz faBten, wurde in unserem Arbeitskreis 
eine Probe davon auf ihre augenausfirbende Wirksamkeit an v bw- 
Drosophila und a-Ephestia getestet? und dabei eine positive Wirksamkeit 


1 Y. Kotake, diese Z. 195, 139 [1931]. 
2-H. Wieland u. B. Witkop, Liebigs Ann. Chem. 543, 171 [1940]. 
3 A, Butenandt, W. Weidel u. E. Becker, Naturwiss. 28, 447 [1940]. 
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festgestellt, die allerdings schwiacher als diejenige von Kynurenin‘ war. 
Wir haben darin einen Beweis fiir die Richtigkeit der Kotakeschen 
Hypothese gesehen und das x-Oxy-tryptophan als ,,Prokynurenin“ be- 
zeichnet. Seitdem wurde es allgemein als erstes biologisches Oxydations- 
produkt des Tryptophans angesehen. 

Im vergangenen Jahr wurde «-Oxy-tryptophan von Neuberger® und von 
K otake® auf unterschiedlichen Wegen synthetisiert. Dadurch wurde es méglich, die 
bisher so kostbare Aminosdure an verschiedenen biologischen Objekten auf ihre 
Bedeutung fiir den Tryptophanstoffwechsel genauer zu untersuchen. Die Er- 
gebnisse sind folgende: 

Sakan und Hayaishi’ fanden, da8 an Tryptophan adaptierte Zellen von 
Pseudomonas wohl Tryptophan und Kynurenin, nicht aber «-Oxy-tryptophan ver- 
werten kénnen. Mason und Berg® haben Leber- und Nierenschnitte von Ratten 
mit Tryptophan, o-Oxy-tryptophan und Kynurenin inkubiert und festgestellt, 
da8 die Papierchromatogramme der Inkubationslisungen von den mit Tryptophan 
und Kynurenin beschickten Ansitzen ein ganz anderes Aussehen zeigen als die- 
jenigen, denen a-Oxy-tryptophan zugesetzt war. Neuberger und Mitarbeiter® 
haben Papierchromatogramme vom Urin normaler und unter Pyridoxinmangel 
stehender Ratten angefertigt und beobachtet, da ganz verschiedene Stoffwechsel- 
produkte auftreten, je nachdem, ob die Tiere zuvor mit Tryptophan oder mit 
\-Oxy-tryptophan gefiittert worden waren; nach Tryptophanfiitterung wurde 
kein a-Oxy-tryptophan gefunden, und nach «-Oxy-tryptophangaben trat kein 
einziges der bereits bekannten Stoffwechselprodukte des Tryptophans auf. SchlieB- 
lich haben Knox und Mehler! den Fermentkomplex, der Tryptophan zu Kynure- 
nin abbaut, aus den Lebern verschiedener Saugetiere angereichert und festgestellt, 
daB dieser Komplex nur Tryptophan, nicht aber «-Oxy-tryptophan angreift®. 


4 A. Butenandt, W. Weidel u. E. Becker, Naturwiss. 28, 63 [1940]; 
A. Butenandt, W. Weidel, R. Weichert u. W. v. Derjugin, diese Z. 279, 27 
[1943]. 

5 J. W. Cornforth, R. H. Cornforth, C. E. Dalgliesh u. A. Neuberger, 
Biochem. J. 48, 591 [1951]. 

6 M. Kotake, T. Sakan u. T. Miwa, J. Amer. chem. Soc. 72, 5085 [1950]. 

7 T. Sakan u. O. Hayaishi, J. biol. Chemistry 186, 177 [1950]. 

8 M. Mason u. C. P. Berg, J. biol. Chemistry 188, 783 [1951]. 

® C. E. Dalgliesh, W. E. Knox u. A. Neuberger, Nature [London] 168, 20 
[1951]. 

10 W. E. Knox u. A. H. Mehler, J. biol. Chemistry 187, 419 [1951]. 
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Die erwahnten Befunde zwingen zu dem SchluB, daB «-Oxy- 
tryptophan kein normales Produkt des Tryptophanstoffwechsels dar- 
stellt. Sie stehen damit in Widerspruch zu den von uns seinerzeit an 
v bw-Drosophila und a-Ephestia gemachten Beobachtungen. Wir haben 
deshalb die physiologische Wirksamkeit des «-Oxy-tryptophans im 
Augenausfarbungstest an Insekten mit synthetisch gewonnenem «-Oxy- 
tryptophan wiederholt. Fiir die ersten Versuche stellte uns Herr Neu- 
berger freundlicherweise eine Probe seiner Substanz zur Verfiigung; 
spiter haben wir sie selbst nach der von ihm angegebenen Vorschrift 
bereitet. 

Wir erhielten anfanglich keine eindeutigen Ergebnisse; in manchen 
Ansatzen bewirkte «-Oxy-tryptophan in Bestatigung unserer friiheren 
Befunde eine deutliche Ommochrombildung, in anderen erwies es sich 
als unwirksam. Erst als Dr. Neuberger uns darauf aufmerksam machte, 
daB «-Oxy-tryptophan sich in wasseriger Losung unter Bildung von 
Kynurenin zersetzt, klarte sich das Problem: Wir haben frisch be- 
reitete und einige Tage alte Lésungen von «-Oxy-tryptophan physiolo- 
gisch ausgewertet und papierchromatographisch™ analysiert und fest- 
gestellt, daB die alten Oxytryptophanlésungen in der Tat Kynurenin 
enthalten, und da8 nur diese eine ommochrombildende Wirksamkeit 
besitzen. Damit ist die scheinbare Wirksamkeit von «-Oxy-tryptophan 
im Augenausfarbungstest erklirt; sie beruht auf der Gegenwart von 
Kynurenin, das sich bei der Selbstzersetzung von «-Oxy-tryptophan in 
wasseriger Losung bildet. Es war zunichst naheliegend, diese Bildung 
von Kynurenin der Einwirkung von Bakterien zuzuschreiben; wir haben 
jedoch festgestellt, daB die Kynureninbildung unter sterilen Bedingungen 
in gleichem Umfange vonstatten geht. 

Nach diesen experimentellen Ergebnissen kommen wir in Uber- 
einstimmung mit den Anschauungen der oben genannten Autoren?—!° 
zu dem SchluB8, daB «-Oxy-tryptophan kein normaler Metabolit des 
Tryptophans ist!*. Das ist im Hinblick darauf, daB es in vitro so leicht 
in Kynurenin iibergeht, besonders bemerkenswert! 





Beschreibung der Versuche 


Prifung von «-Oxy-tryptophan 
auf ommochrombildende Wirksamkeit 

1. an v bw-Drosophila 

a) Futtertest. Die Testtiere wurden in verschiedenem Alter (Ei-Stadium, 
Larven-Stadium (48—50 Stdn.) und Larven-Stadium (72—74 Stdn.)) auf das 
Testfutter gesetzt, welches d,l-1-Oxy-tryptophan bzw. d,l-Kynurenin in Kon- 
zentrationen von 0,3%, 0,03% und 0,003% enthielt. Die Augenfarbe der geschliipf- 
ten Fliegen wurde mit Hilfe des Ostwald-Farbkorpers getestet. Die Wirksamkeit 
des d,l-x-Oxy-tryptophans ergab sich zu ungefaéhr 1/100 von derjenigen des d,]- 
Kynurenins; diese Wirksamkeit kann von dem Kynurenin, welches waihrend der 
Versuchsdauer aus dem «-Oxy-tryptophan spontan entstanden ist, herriihren. 


‘1-H, Hellmann, diese Z. 287, 205 [1951]. 
12 Dieses Ergebnis wurde bereits auf dem XII. Internationalen Chemiker- 
KongreB, September 1951, New York, bekanntgegeben. 
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b) Jnjektionstest. Injektion von 2 y und 5 y d,l-x-Oxy-tryptophan (in 
1—2 Tage alter wasseriger Lésung) in 0O—30 Stdn. alte v bw-Puppen bewirkte in 
keinem Fall Pigmentvermehrung in den Imaginalaugen. Injektion von 0,8—1 y 
d,l-Kynurenin in 0—10 Std. alte Puppen léste dagegen eine deutliche Rotfarbung 
der Imaginalaugen aus. 

c) Implantationstest. Um die Umwandlung von «-Oxy-tryptophan zu 
Kynurenin -in der wasserigen Injektionslésung zu vermeiden, wurden Kristalle 
von d,l-a-Oxy-tryptophan direkt in 0O—10 Stdn. alte v bw-Puppen implantiert. 
Bei allen Tieren blieben die Imaginalaugen farblos. 

2. an a-Ephestia 

Tiere des Stamms ,,Klassisch rot‘‘ erhielten am 1.—4. Tag nach der Ver- 
puppung eine Injektion der Testlésung bzw. eine Implantation von Kristallen der 
Testsubstanz. Kurz vor der normalen Schliipfzeit, d. h. wenn die Fliigel ausgefarbt 
waren, wurde die Puppenkutikula des Kopfes abprapariert und die Imaginal- 
augenfarbe mit dem Ostwald-Farbkoérper getestet. Zum Vergleich dienten Augen 
nichtinjizierter Kontrolltiere, die ebenfalls kurz vor dem Schliipfen prapariert 
wurden. 

a) Injektionstest. Von einer wasserigen d,]-«-Oxy-tryptophan-Lésung, 
die 2 Wochen lang im Eisschrank gestanden hatte, verursachte die Injektion einer 
5y bzw. 10 y d,l-a-Oxy-tryptophan enthaltenden Menge eine schwache Ver- 
dunkelung der Imaginalaugenfarbe, Injektion einer 6 Wochen alten Lésung ver- 
ursachte in Dosen von 10 y und 20 y d,l-~-Oxy-tryptophan eine Augenausfarbung, 
welche derjenigen nach Injektion von 5 y d,l-Kynurenin entsprach. 

Durch papierchromatographische Analy se mit Hilfe einer Mischung von 
Butanol, Eisessig und Wasser (4: 1 : 5) lieB sich in allen im Ommochromtest wirk- 
samen o-Oxy-tryptophan-Lésungen an Hand der Kupplung mit Athyl-«- naph- 
thylamin zum karmoisinroten Azofarbstoff!! ein hoher Gehalt an Kynurenin 
nachweisen, wahrend dieser Nachweis in frisch bereiteten, biologisch unwirksamen 
x-Oxy-tryptophan-Lésungen vollstandig negativ ausfiel. 

b) Implantationstest. Die Implantation von d,l-a-Oxy-tryptophan- 
Kristallen in 1—4 Tage alte a-E'phestia-Puppen zeigt eindeutig, daB «-Oxy-trypto- 
phan keinen EinfluB auf die Augenpigmentbildung hat; denn die Augenfarbe der 
mit a-Oxy-tryptophan behandelten Tiere stimmt in bezug auf Farb- und Hellig- 
keitsklassen véllig mit derjenigen von unbehandelten Kontrolltieren tiberein. 


Untersuchung iiber den bakteriellen EinfluB 

auf die Umwandlung von «-Oxy-tryptophan in Kynurenin 

Von einer frisch bereiteten d,l-1-Oxy-tryptophan-Lésung wurde die eine 
Halfte (in 5 Proben unterteilt) sterilisiert und mehrere Wochen steril gehalten, die 
andere Halfte nicht sterilisiert. In Abstinden von je einer Woche wurden die 
Proben nacheinander papierchromatographisch auf Kynurenin analysiert. Dabei 
ergab sich, daB die Kynureninbildung in den sterilisierten Proben im gleichen MaBe 
fortschreitet wie in der unbehandelten Vergleichslésung. 


Zusammenfassung 

Es wird gezeigt, daB8 «-Oxy-tryptophan (Oxindol-alanin) keine 
Vorstufe der Ommochrombildung im Insektenauge ist. Friihere scheinbar 
positive Befunde, aus denen geschlossen wurde, dai «-Oxy-tryptophan 
Zwischenprodukt des physiologischen Ubergangs von Tryptophan in 
Kynurenin sei, finden ihre Deutung in einem in wasseriger Loésung in 
vitro leicht erfolgenden Ubergang des «-Oxy-tryptophans in Kynurenin. 
In Ubereinstimmung mit neueren Arbeiten der Literatur kann «-Oxy- 
tryptophan nicht als normaler Metabolit des Tryptophans angesprochen 
werden. 
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Darstellung von histaminahnlichen Substanzen aus der Pyrrolreihe 
II. Mitteilung: 
Die Synthese von 2-[£-Amino-iithyl]-pyrrol 


Von 
Waldemar Kutscher und Olaf Klamerth 
Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6, Februar 1952) 


In der I. Mitteilung' haben wir iiber Versuche zur Darstellung 
der beiden £-Aminoathyl-pyrrole berichtet. Diese Verbindungen, die 
als Pyrrolderivate einen im Organismus vielfach vorkommenden Ring 
enthalten, sind dem Histamin analog gebaut. Bei der bekannten physio- 
logischen Bedeutung dieses Stoffes war es von Interesse festzustellen, 
welche physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften nun 
diesen Substanzen zukommen?, 

Nachdem unser erster Versuch, durch Kondensation von «-Formyl- 
pyrrol mit Nitromethan die stickstoffhaltige Seitenkette in den Pyrrol- 
ring einzufiihren, fehlgeschlagen war, versuchten wir, ein Methylhomo- 
loges des B-Pyrryl-ithylamins mit einer Methylgruppe im Ring dar- 
zustellen, weil das in Betracht kommende Ausgangsprodukt, das 


sogenannte Knorrsche Pyrrol — 3.5-Dicarbathoxy-2.4-dimethyl- 
pyrrol — leicht zugianglich und viel weniger empfindlich ist als das 


unsubstituierte Pyrrol. 

Wie a. a. O.1 beschrieben, entstand bei der stets mit sehr geringer 
Ausbeute verlaufenden Reaktionsfolge das erwartete 4-Methyl-2-| p- 
aminoathyl |-pyrrol bzw. sein Acetylderivat in zu kleiner Menge, um 
damit eingehende physiologische und pharmakologische Untersuchungen 
durchfiihren zu kénnen. Da die Methylhomologen des Histamins jedoch 
bedeutend schwiacher wirksam sind als dieses selbst, war anzunehmen, 
daB dies auch bei unserer Verbindung der Fall sei. Wir haben uns daher 
nicht bemiiht, die durchgefiihrte Synthese zu verbessern, sondern 
versucht, das Athylaminderivat des unsubstituierten Pyrrols auf anderem 
Wege darzustellen. 


1 W. Kutscher u. O. Klamerth, diese Z. 286, 190 [1950]. 

2 H. M. Lee u. R. G. Jones (J. Pharmac. exp. Therap. 95, 71 [1949]) haben 
in einer uns erst vor kurzem zugekommenen Publikation die eine der genannten 
Verbindungen erwahnt, jedoch weder iiber ihre Darstellung noch tiber ihre chemi- 
schen und physikalischen Eigenschaften irgendwelche Mitteilungen gemacht. 
Auch in physiologischer Hinsicht stehen unsere Befunde mit den Resultaten der 
genannten Autoren in Widerspruch. 

Hoppe -Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 289 16 
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Dazu schien uns die Grignard-Reaktion wegen der milden Reaktions- 
bedingungen, unter denen sie verlauft, besonders geeignet. Wie aus der Pyrrol- 
chemie bekannt, entstehen hierbei iiber die intermediire Stufe N-substituierter 
Verbindungen in 2-Stellung substituierte Derivate des Pyrrols. Demnach hatte 
bei der Umsetzung von Pyrrylmagnesiumbromid mit f-Benzoylamino-athylbromid 
(C,H, -CO- NH -CH,-CH,Br) 2-[f-Benzoylamino-ithy]]-pyrrol entstehen miissen, 
dessen Verseifung zum gewiinschten 2-[f-Pyrry]]-athylamin gefiihrt hatte. Trotz 
vielfacher Abainderung der Versuchsbedingungen war es jedoch nicht mdglich, 
die beiden Komponenten in gewiinschter Weise in Reaktion zu bringen. Bei tiefer 
Temperatur wurde stets das Ausgangsprodukt unverindert wiedergewonnen, 
bei héherer Temperatur trat véllige Verharzung ein. 

Wir versuchten als nachstes, die Bildung von 2-{f-Amino-athyl]-pyrrol mit 
Hilfe von Lithiumphenyl zu erreichen. Uber die noch nicht geklarte, vom all- 
gemeinen Reaktionsschema abweichende Umsetzung des Lithiumalkyls mit Pyrrol 
soll anderen Orts berichtet werden. Jedenfalls fiihrte auch dieser Weg nicht zum 
Erfolg. 
SchlieBlich schlugen wir folgenden Weg ein: «-Pyrrol-aldehyd wird mit 
Malonester zu «-Pyrryl-methylenmalonester kondensiert und dieser mit Raney - Ni 
zu «-Pyrryl-methylmalonester hydriert. Nach dem Verseifen wird die entstandene 
Dicarbonséure durch Erhitzen decarboxyliert, wobei 2-Pyrryl-propionsaure als 
destillierbares Ol entsteht (Sdp.o,9, 135°). Nach dem Verestern wurde daraus 
durch Umsetzung mit Hydrazinhydrat das entsprechende Hydrazid gewonnen. 
Beim Versuch, dieses mit Natriumnitrit in das Azid iiberzufiihren, trat jedoch 
auch bei tiefer Temperatur Verharzung ein. Wir haben diesen Weg, der sich viel- 
leicht doch noch praparativ als brauchbar hatte gestalten lassen, nicht weiter 
verfolgt, weil uns in der Zwischenzeit die Synthese der gesuchten Verbindung 
auf wesentlich einfachere Weise, namlich durch Reduktion von Pyrrylacetamid 
mit Aluminium-lithiumhydrid, gelungen war. 

Nach den Arbeiten von Uffer und Schlitterer® gelingt die 
Reduktion von Saéureamiden zu den primairen Aminen mit gleicher 
Kohlenstoffanzah] durch Aluminium-lithiumhydrid in zwar haufig 
langer Reaktionszeit, aber mit sehr guter Ausbeute und ohne gleich- 
zeitige Bildung sekundarer und tertiérer Amine. : 

Die Darstellung des «-Pyrryl-essigesters erfolgte nach Nenitzescu* 
durch Kondensation von Pyrrol mit Diazoessigester. Das durch Um- 
setzung des Esters mit methanolischem Ammoniak in der Kialte ge- 
bildete oa-Pyrryl-acetamid wird in absolut atherischer Lésung oder 
auch in absolutem Tetrahydrofuran mit Aluminium-lithiumhydrid 
zum «-Pyrryl-f-athylamin reduziert. Dieses ist eine farblose Fliissig- 
keit von glycerinartiger ‘Konsistenz und typischem Amingeruch. Sie 
ist im Vakuum destillierbar (Sdp.,. 119°, Sdp.,,., 60°), zeigt stark 
basische Reaktion (zieht z. B. Kohlensaure an) und ist in allen gebrauch- 
lichen Lésungsmitteln leicht léslich. Die Substanz gibt schon in der 
Kalte deutlich die Ehrlichsche Reaktion und bildet ein gut kristalli- 
sierendes Hydrochlorid vom Schmp. 149—151°. Das Pikrat konnte 
nicht zur Kristallisation-gebracht werden. Uber die physiologische 
Wirkung dieser Substanz werden wir demnichst eingehend _ be- 
richten. 

3’ Uffer u. Schlitterer, Helv. chim. Acta 31, 1397 [1948]. 

* Nenitzescu, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1928 [1931]. 
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Nachst dem Tryptophanol® stellt das 2-Athylamino-pyrrol ein 
weiteres Beispiel fiir die selektive Wirkung des Lithium-aluminium- 
hydrids dar, da auch bei langdauernder Einwirkung die Doppelbindungen 
des Pyrrolringes nicht angegriffen werden. 

Diese Untersuchung wurde mit Mitteln der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft, der wir auch an dieser Stelle bestens danken, 


durchgefihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Grignard-Reaktion 

Aus 4,05 g Mg-Spahne und 20,03 g (14,2 ml) Bromathyl und einem Kérnchen 
Jod in 25 ml absol. Ather wurde in bekannter Weise eine Grignard -Lésung 
bereitet. Dazu lieB man allmahlich 11,1 g (11,6 ml) frisch destilliertes Pyrrol, gelést 
in 10 ml absol. Ather, zutropfen, gab 25 ml absol. Benzol zu und vertrieb den 
Ather unter Feuchtigkeitsausschlu8 im N,-Strom im gelinden Vakuum. Hierauf 
wurde die Pyrrylmagnesiumbromid-Lésung unter N, durch ein Jenaer 
Glasfilter G I filtriert und zu einer absolut benzolischen Lésung von 38,0 g (1 Mol) 
6-Benzoylamino-athylbromid, Schmp. 105—107°, (dargestellt aus #-Brom- 
iithylaminchlorhydrat und Benzoylchlorid*®) in 300 ml absol. Benzol tropfenweise 
zugegeben. Nach 14 Stde. wurde noch 2 Stdn. unter RiickfluB auf 100° erhitzt, 
die Reaktionsmischung mit etwa 300 g zerstoBenem Eis und Ammonchlorid zer- 
setzt, die benzolische Lésung zweimal mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
bei 10 mm eingeengt. Die dabei auskristallisierende Substanz (28 g) erwies sich 
nach Schmp. und Mischschmp. als f-Benzoylamino-athylbromid. 


2-Pyrryl-methylenmalonester 
25,3 g a-Pyrrolaldehyd, in 50 ml absol. Alkohol gelést, wurden mit 
37 ml (43 g) Malonsdure-diathylester und 0,5 ml Piperidin und 6 Tropfen 
Anilin 12 Stdn. auf 100° erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde hierauf mit Ather 
versetzt und 3-mal mit n-Salzsiure ausgezogen. Die atherische Lésung wurde 
getrocknet und der Ather abdestilliert. Der Riickstand wurde im Vakuum frak- 
tioniert destilliert, wobei nach einem Vorlauf, der sich als Malonester erwies, 
bei 168—170°/0,5 mm ein gelbes Ol iiberdestillierte. Ausb.: 56,8 g. 12g davon 
wurden an 200 g Aluminiumoxyd (Brockmann) adsorbiert und mit Petrolather 
eluiert. Das Eluat (9,9 g) wurde im Hochvakuum destilliert und ergab neben einer 
kleinen Menge Malonester eine Hauptfraktion, die bei 150—160° iiberging. 
C,,H,,0,N (237,2). Ber. C 60,75, H 6,30, N 5,99. 
Gef. C 60,89, H 6,57, N 6,10. 


3-[«-Pyrryl]-propionsiure-methylester 
Hydrierung: 7,47 g 2-Pyrryl-methylenmalonester wurden in 50 ml 
Methanol mit Raney-Ni hydriert. Die Reaktion verlief rasch und kam nach 
Aufnahme von 780 ml Wasserstoff (ber. 760 ml) zum Stillstand. Nach iiblicher 
Aufarbeitung destillierte bei 140—145°/1 mm ein helles, leicht fliichtiges Ol. Ausb. : 
6,81 g. 
Cy2H,,0,N (239,2). Ber. C 60,25, H 7,11, N 5,85. 
Gef. C 60,34, H 7,37, N 5,95. 
Verseifung und Decarboxylierung: 3,55 g obigen Esters wurden mit 
40 ml 6-proz. methylalkoholischer KOH 3 Stdn. auf 100° erhitzt, nach dem Er- 
5 Pp. Karrer u. Portmann, Helv. chim. Acta, 32, 1034 [1949]. 
° S. Gabriel, Ber. dtsch. chem. Ges. 22, 2222 [1889]. 
16* 
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kalten mit Wasser versetzt, der Methanol im Vakuum vertrieben und die alkalische 
waBrige Lésung zur Entfernung von Neutralteilen ausgeithert. Die waBrige 
Lésung wurde mit n/2-Schwefelsiure schwach kongosauer gemacht und nach 
Sittigen mit Kochsalz 144 Stdn. mit Ather extrahiert. Der atherische Riick- 
stand wurde bei 80—100 mm mit 0,5 g Naturkupfer C im Kugelrohr erhitzt. Bei 
140-—1€0° fand lebhafte CO,-Entwicklung statt. Nach Beendigung der Reaktion 
destillierte bei 130—135°/0,5 mm ein helles Ol, das stark positive Ehrlich-Reaktion 
gab und aus absol. Ather in Nadeln kristallisierte, die schon bei Zimmerte smperatur 
leicht zerflossen. 

Veresterung mit Diazomethan: 575 mg obiger Siure wurden mit etwa 
0.87 g absol. atherischem, frisch destilliertem Diazomethan in iiblicher Weise 
verestert. Die Aufarbeitung ergab 440 mg eines hellen Oles mit stark positiver 
Ehrlich-Reaktion: Sdp.9,, 85—90° (Luftbad). 

C,H,,0.N (153,2). Ber. C 62,81, H 6,20, N 9,15 

Gef. C 62,60, H 6,48, N 9,12. 

Umsetzung mit Hydrazin: 440 mg destill. «-Pyrryl-propionsaure- 
methylester wurden in 3 ml absol. Alkohol gelést und mit 170 mg (theoretisch 
143 mg) Hydrazinhydrat in 5 ml absol. Alkohol einige Stunden am RiickfluB- 
kiihler erhitzt. Nach Vertreiben des Alkohols im Wasserstrahlvakuum erstarrte 
der Riickstand kristallinisch (weiBe schuppenformige Blattchen). 

Wie bereits erwahnt, gelang die Uberfiihrung des Hydrazides in das Azid 
nicht. Das Hydrazid wurde in wenig absol. Alkohol gelést und mit der 10-fachen 
Menge absol. Athers versetzt. In die Lésung wurde trockener Chlorwasserstoff 
eingeleitet, wobei das Hydrochlorid kristallinisch ausfiel. Dieses wurde in wenig 
Wasser gelést und bei 0° tropfenweise mit einer zehnprozentigen waBrigen Natrium- 
nitritlésung versetzt, doch bewirkte bereits der erste Tropfen starke Dunkel- 
firbung. Bei weiterer Zugabe trat Verharzung ein. 


Darstellung des 2-Pyrryl-essigsiure-aithylesters 
Sie erfolgte nach Nenitzescu*. Durch Einhaltung eines genauen Tem- 
peraturintervalles zwischen 95 und 100° und allmahlicher Zugabe des Diazoessig- 
esters innerhalb von 4 Stdn. konnte die Ausbeute wesentlich gesteigert werden. 
Aus 125g Pyrrol und 100g Diazoessigester wurden 67g Pyrrylessigester 
(gegen 49g, wie Nenitzescu angibt) erhalten. Sdp.o,, 80—90°. 


2-Pyrryl-acetamid 

22 Pyrrylessigester wurden bei —20° mit einer ammoniak-gesiattigten 
methanolischen Lésung (24 g NH, in 220 ml absol. Methanol) versetzt und dann 
zuerst bei 0° und nachher bei Zimmertemperatur 100 Stdn. stehengelassen. Das 
Methanol wurde bei 10 mm vertrieben, der Riickstand durch Digerieren mit Ather 
von Spuren nicht umgesetzten Pyrrylessigesters befreit und anschlieBend aus 
Essigester umkristallisiert: weiBe schuppige Kristalle, leicht léslich in Wasser 
und Alkohol, schwer léslich in kaltem Essigester, Benzol und Ather, unléslich in 
Petrolither. Schmp. 119—120°. Ausb. 95% der Theorie. Im Hochvakuum 
destilliert die Substanz bei 1 35°/0,05 mm und schmilzt dann bei 122—124°, 

sH,ON, (122,1). Ber. C 58,06, H 22,58, N 6,45. 

Gef. C 57,94, H 22,90, N 6,45. 


2-[a-Pyrryl]-athylamin 
teduktion in absol. Ather: 4,20 g Amid (staubirocken, Schmp. 122°) 
wurden unter FeuchtigkeitsausschluB im Soxhlet-Extraktor mit absol. Ather, 
in dem 1,90g Lithium-aluminiumhydrid gelést waren, extrahiert. Nach 
48 Stdn. war alles Amid in Lésung gegangen, die Lésung wurde unter N,, Turbi- 
nieren und smaerrae es mit Eiswasser zersetzt und ausgeithert. Die waBrige 
Schicht wurde mit 25 g Kaliumnatriumtartrat und 25 ¢ KOH versetzt und im 
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Kxtraktor erschépfend ausgeathert. Der nach dem Trocknen und Abdestillieren 
des Athers erhaltene Riickstand wurde bei 0,05 Torr destilliert. Sdp.9,9; 60—70°, 
Ausbeute 2 g (53,8% d. Th.). 

CgHy Nz. (110). Ber. C 65,45, H 9,09, N 25,45. 

Gef. C 65,42, H 9,21, N 25,36. 

2,0 g Amin wurden in 40 ml absol. Ather gelést und mit einer etwa 5-n. absol. 
itherischen HCl tropfenweise unter Schiitteln eben gefallt (Indikatorumschlag). 
Das Chlorhydrat fiel in Form weiBer Kristalle aus, sehr leicht léslich in Wasser, 
Schmp. 149—151° (aus absol. Alkohol und Ather). 

Reduktion in Tetrahydrofuran: 3,55 g Lithium-aluminiumhydrid 
wurden unter N, in 50 ml absol. Tetrahydrofuran eingetragen (keine Reaktion) 
und bei 20° allmahlich eine Lésung von 6,70 g a-Pyrryl-acetamid in 120 ml 
absol. Tetrahydrofuran unter Turbinieren zutropfen gelassen, wobei starke Er- 
warmung bis zum Sieden des Losungsmittels eintrat. Nachdem alles zugegeben 
war, wurde noch | Stde. auf 75° erwarmt und 12 Stdn. bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Durch Zufiigen von zerkleinertem Eis wurde das iiberschiissige 
Lithium-aluminiumhydrid vorsichtig zersetzt, die Reaktionsmischung wurde 
hierauf mit n-HCl auf py 4 gebracht und im Vakuum bei tiefer Temperatur stark 
cingeengt. Der waBrige Riickstand wurde mit Kochsalz gesattigt, mit 10-n. KOH 
stark alkalisch gemacht (Gesamtvolumen etwa 60 ml) und erschépfend mit Ather 
extrahiert. Die weitere Aufarbeitung verlief wie oben beschrieben. Ausb. 4,80 g 
(80% d. Th.). : 


Uber die Wirkungsweise von Aluminium-Adsorbatvaccinen 


Von 
W. Stéckl, M. K. Zacher! und K. Lebeda 
Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Tierirztlichen Hochschule Wien und der Bundes- 
anstalt fiir Tierseuchenbekimpfung Wien-Médling 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Januar 1952) 


In den letztvergangenen Jahren zeigen sich bei -der Impfstoff- 
erzeugung in vermehrtem Ausmaf Bestrebungen, die Wirkung der 
anatoxischen Impfstoffe im Sinne einer Verstaérkung und Verlangerung 
des Effektes durch Beifiigung sogenannter ,,Adjuvantien“ zu verbessern. 
Man kennt zahlreiche Stoffe, die als Adjuvans Verwendung finden. 
So beniitzte Ramon! bakterielle Impfstoffe und brachte Tapioca und 
Aleuronate zu diesem Zweck zur Anwendung. Er konnte auch in gemein- 
samen Versuchen mit Staub? feststellen, daB auf Zugabe von Lanolin 
die pathogene Wirkung der Pasteurschen Lebendvaccine gegen Milz- 
brand erheblich gesteigert wird. Ramon, Lémétayer und Richou® 


1 G. Ramon, Rev. Immunologie 3, 193 [1937]; G. Ramon u. Chr. Zoeller, 
('. R. Séances Soc. Biol. Filiales 117, 1058 [1926]; Ann. Inst. Pasteur 39, 1 [1925]; 
Rec. Med. veterin. 101, 348 [1925]. 

2 A. Staub, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 201, 241 [1935]. 

3G. Ramon, E.Lémétayer u. R. Richou, Rev. Immunologie 3, 202 
| 1937]. 
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verstiirkten auf gleiche Weise die Antigenwirkung von Diphtherie- 
toxin und zogen auch Saponine und das pflanzliche Toxalbumin Abrin 
fiir diesen Zweck heran. Eisler und Gottdenker* wiesen nach, daB 
Cholesterin — bekanntlich ein Bestandteil des Lanolins — an sich schon 
zu einer vermehrten Diphtherieantitoxinbildung fiihrt. Neben diesen 
Adjuvantien gibt es noch eine Reihe anderer Stoffe, welche gleichfalls 
schwach wirksame Antigene verstéirken kénnen, so z. B. Tierkohle®, 
Calciumchlorid*, Mineraléle in Verbindung mit lanolinartigen Stoffen, 
Tannin und Ferrihydroxyd. In letzter Zeit hat aber speziell das Alumi- 
nium als Kaliumalaun und insbesondere in Form seiner Hydroxyde 
wegen seiner ausgezeichneten Adjuvanswirkung erheblich an Bedeutung 
gewonnen. Alle angefiihrten Adjuvantien zeigen trotz ihrer durchaus 
verschiedenen strukturellen Zusammensetzung die gleichen Effekte, 
wobei man sich jedoch tiber die Ursache ihrer Wirkung in den meisten 
Fallen im Unklaren ist. 

Landsteiner’ extrahierte mit Alkohol aus Pferdenieren Stoffe, 
die sich wie Haptene verhalten. An Tierkohle adsorbiert, verursachten 
diese das Auftreten von Hamolysinen mit héherem Titer als ohne solche 
Adsorption. Als Erklarung dieser Tatsache nimmt Landsteiner an, 
da8B im Depot eine langsame Dissoziation von Antigen und Adsorbens 
stattfindet, wodurch das Antigen langere Zeit auf die immunglobulin- 
erzeugenden Zellen einwirken kann. Dasselbe Phinomen deutet Sachs® 
in dem Sinne, daB8 das Hapten erst durch das Adjuvans zu den anti- 
kérperproduzierenden Geweben gelangt, — eine Ansicht, die auch als 
Schleppertheorie bezeichnet wurde. 

Glenny und Mitarbeiter® fallten fliissiges Formoldiphtherietoxoid 
mit Kaliumalaun und injizierten den in Kochsalzlésung fein verteilten 
Niederschlag. Aus diesem injizierten Depot wird nun das Toxoid all- 
mihlich an die Blutbahn abgegeben. Mit dieser Versuchsanordnung 
erreichten Glenny und Barr!® mit einer einmaligen Injektion dieselbe 
Wirkung wie durch die tibliche dreimalige Impfung. Exzidiert man aber 
nun vorzeitig das im Unterhautzellgewebe befindliche Depot, so tritt 
entweder keine oder nur geringgradige Immunitat auf. Mit einem solchen 
drei Tage nach der subcutanen Injektion exzidierten Depotknotchen 
konnte nach Verreiben und anschlieBender Verimpfung an unvor- 
behandelte Meerschweinchen ein immunisierender Effekt erzielt werden. 


4M. Eisler u. F. Gottdenker, Z. Immunitatsforsch. 90, 427 [1937]. 

5 K, Landsteiner u. M. W. Chase, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 1413 
[1933]. 
° A. T.Glenny, G. A. Buttle u. M. F. Stevens, J. Pathol. Bacteriol. 34, 
267 [1931]. 

7 K. Landsteiner u. J. Jacobs, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 29, 131 [1932]. 

8 H. Sachs, Ergebn. Hyg. Bakteriol., Immunitatsforsch. exp. Therap. 9, 1 
[1928]. 
® A. T. Glenny, C. G. Pope, H. Waddington u. U. Wallace, J. Pathol. 
Bacteriol. 29, 31 [1926]. 

10 A.T. Glenny u. M. Barr, J. Pathol. Bacteriol. 84, 118 [1931]. 
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Kamen aber an Stelle von Aluminiumadsorbaten fliissige Toxoide zur 
Anwendung, so blieb dieser Effekt in analogen Versuchen aus. Faragé6!™ 
hingegen konnte bei Adsorbat-Depots eine antigene Wirkung noch 
nach 38 Tagen, Harrison™ sogar noch nach 7 Wochen beobachten. 

Besondere Bedeutung schreibt Ramon} dem lokalen Entziindungs- 
prozeB zu, da er annimmt, da durch diese értliche Reaktion das Depot 
fixiert und eine rasche Resorption des Antigens verhindert werde. Er 
empfiehlt deshalb, Adjuvantien mit stark gewebsreizenden Kigen- 
schaften zu verwenden. — In diesem Zusammenhang sei auch auf die 
Befunde von Cohrs und Schulte** hingewiesen, welche die durch 
Aluminiuminjektionen entstehenden entziindlichen Granulome histo- 
logisch untersuchten. Sie fanden, daB der Erweichungsherd von groBen 
hypertrophischen, epithelahnlichen Histiocyten abgekapselt wird, die 
gleichzeitig in strangartiger Form tief in das Nachbargewebe eindringen. 
Weiter ist ein feinstes Geriist von Gitterfasern feststellbar. In den 
Histiocyten und Fremdké6rperriesenzellen konnte das Aluminium mit 
Hilfe von Morin nachgewiesen werden. Nach Abbau der Injektions- 
masse und der nekrotischen Gewebsteile wird das Granulom durch 
Bindegewebe ersetzt. Im histologischen Bild fand sich jedoch kein 
Unterschied zwischen injiziertem reinem Aluminiumhydroxyd und 
Aluminiumadsorbatvaccinen. Ahnliche Befunde beschreiben Joer- 
gensen™ sowie Eisler und Eibl?¢. 

Im Gegensatz zur Annahme einer Dissoziation des Antigens vom 
Adsorbens im Depot weisen die Versuchsergebnisse anderer Forscher 
auch in eine andere Richtung: Schon Eisler und Eibl?* haben die 
durch Injektion von Aluminiumadsorbatvaccinen gesetzten Depots 
chemisch und histologisch untersucht. Es verdient hervorgehoben zu 
werden, daB sie hierdurch zu der Ansicht gelangen, daB die Adsorbat- 
teilchen selbst von den phagocytierenden Zellen aufgenommen werden 
und diese wieder auf den verstérkten Antigenreiz mit erhéhter Anti- 
kérperbildung antworten. Durch die entstehende Entziindung, welche 
nach Injektion von Aluminium auftritt, und die dabei entstehenden 
Zellzerfallsprodukte soll gleichzeitig eine stimulierende Wirkung ent- 
stehen. Die chemische Analyse bezweckte die zeitliche Folge der 
Aluminiumabgabe an das Blut zu ermitteln, und wurde in der Weise 
ausgefiihrt, daB ein durch Injektion von 3mg Aluminiumhydroxyd 
gesetztes Depot nach bestimmten Zeiten exzidiert und mit Schwefel- 
siure-Salpetersiure verascht wurde. Der Aluminiumgehalt der Ver- 
aschungslésung wurde nach Berg? mit 8-Oxy-chinolin quantitativ 


uF, Faragé, Z. Immunitatsforsch. 86, 191 [1935]. 
122 W.T. Harrison, Amer. J. publ. Health Nations Health 25, 298 [1935]. 
G. Ramon, Rev. Immunologie 4, 5 [1938]. 
P. Cohrs u. F. Schulte, Mh. Veterinarmed. 6, 105 [1951]. 
J. V. Joergensen, Act. pathol. microbiol. scand. 25, 1 [1938]. 
M. Eisler u. H. Eibl, Klin. Med. 4, 441 [1949]. 
16a R. Berg, Z. analyt. Chem. 71, 369 [1927]. 
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bestimmt. Hierzu wird das durch anwesende Metallionen gefallte 8-Oxy- 
chinolin nach Abfiltrieren und Auflésen des Oxin-Niederschlages brom- 
atometrisch gemessen. Da bei dieser Methode auch andere im Gewebe 
durch 8-Oxy-chinolin fallbare Metallionen mitbestimmt werden, wurde 
immer eine gleich schwere Menge Bindegewebe ebenso wie das Depot 
behandelt und die verbrauchten ml Bromat vom Resultat abgezogen. 
Die Summierung inkonstanter Faktoren stellt allerdings die Sicherheit 
der Ergebnisse und die Auswertung derartiger Vergleiche in Frage. 
Von wesentlicher Bedeutung scheint uns eine Mitteilung von Faragé 
und Ujhelyi!’, die nach Injektion von Toxoid und Alaun an jeweils 
getrennten K6rperstellen von Meerschweinchen starkere Antitoxin- 
bildung beobachten konnten als nach Injektion von Toxoid allein. — 
Gegen eine im Depot erfolgende Dissoziation von Antigen und Adsorbens 
spricht auch die Feststellung von Eisler und Eibl’*, daB sich an 
Aluminiumhydroxyd adsorbiertes Diphtherietoxin erst bei einem py 
von 8,2—8,4 und Diphtherietoxoid erst bei py 8,4—9,0 eluieren 1aBt, 
da so niedrige Wasserstoffionenkonzentrationen im Unterhautzell- 
gewebe nicht auftreten. Schon frither haben daher Linderstrom- Lang 
und Schmidt!® zur Reinigung von Diphtherietoxin nach Adsorption 
an Aluminiumhydroxyd Dinatriumhydrogenphosphat zur Elution ver- 
wendet. Weiter konnten Lewis und Andervont!® feststellen, dal 
Gefliigelpocken- und Vaccine-Virus durch Aluminiumhydroxyd ihrer 
Infektiositaét beraubt werden kénnen. Da iiberdies Schmidt-Jensen, 
Schmidt und Hansen?® zeigen konnten, daB bei geniigendem Alumi- 
niumhydroxydiiberschuB die Adsorption so fest wird, daB sich ge- 
bundenes Virus durch chemische Mittel nur in geringem Ausma wieder 
eluieren laBt, und solcher UberschuB ja bei Adsorbatvaccinen stets als 
gegeben anzusehen ist, scheint die Annahme einer Dissoziation im 
Depot a priori nicht wahrscheinlich. 

Die ausfiihrliche immunologische Behandlung des Problems der 
Adjuvanswirkung vor allem der Aluminiumverbindungen ergab also 
zwei differente Ansichten tiber die Ursache dieses Effektes: einerseits 
wird allmihliche Abspaltung des Antigens vom Adsorbens im Depot, 
andrerseits Abtransport und Einwandern der Adsorbatteilchen in die 
antikérperproduzierenden Zellen angenommen. 


Verhalten des Aluminiumblutspiegels 

Da sich die bisherigen Angaben nur auf die Beobachtung der lokalen 
Injektionsstelle oder auf die Kontrolle des Immunisierungsvermégens 
der injizierten Praparate beschrinkten, schien es uns von Interesse, 
den Aluminiumgehalt des Vollblutes nach subcutaner Injektion sowohl 

7 F, Farag 6 u. H. Ujhelyi, Z. Immunititsforsch. 101, 178 [1942]. 

18 K, Linderstrom-Lang u. 8. Schmidt, Kolloid-Z. 51, 152 [1930]. 

19 M. R. Lewis u. H. B. Andervont, Bull. Johns Hopkins Hosp. 40, 265 


[1927]; 41, 185 [1927]. 
20 'H.O.Schmidt-Jensen, S.Schmidt u. A.Hansen, Maanedskr. 


Dyrlage 48, 1 [1936]. 
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von reinem Aluminiumhydroxyd wie auch von Aluminium-Adsorbat- 
und Formolvaccinen zu iberpriifen. “Die zur Injektion bestimmten 
Priparate wurden zunachst auf ihren Aluminiumgehalt untersucht: 
Das reine Aluminiumhydroxyd-Praparat enthielt proml 9,151 mg 
Aluminium; die Aluminiumadsorbatvaccine enthielt pro ml 1,661 mg 
Aluminium; in der Formolvaccine wurden in 60 ml 12 y Aluminium 
yvefunden. 

Fiir unsere Versuche standen folgende Tiere zur Verfiigung: 

1. Rind I: Anstaltsbezeichnung ,,Ochs 96°‘, Murbodner, Alter 5 Jahre; 
K6rpergewicht zu Versuchsbeginn 639 kg, zu Versuchsende 680 kg. 

2. Pferd I: Anstaltsbezeichnung ,,Uschi*, Stute, Alter 8 Jahre; K6rper- 
gewicht zu Versuchsbeginn 407 kg, zu Versuchsende 427 kg. 

3. Rind IT: Anstaltsbezeichnung ,,Kuh 95“, Fleckvieh, Alter 6 Jahre; 
Kérpergewicht zu Versuchsbeginn 449 kg, zu Versuchsende 476 kg. 

4. Pferd II: Anstaltsbezeichnung ,,Uran“, Wallach, Alter 8 Jahre; Korper- 
gewicht zu Versuchsbeginn 347 kg, zu Versuchsende 382 kg. 

5. Rind III: Anstaltsbezeichnung ,,Kuh 68“, Pinzgauer, Alter 5 Jahre; 
Tuberkulin-Reaktion positiv; K6rpergewicht zu Versuchsbeginn 631 kg, zu 
Versuchsende 648 kg. 

6. Pferd III: Anstaltsbezeichnung ,,Uri‘‘, Wallach, Alter 4 Jahre; Ko6rper- 
gewicht zu Versuchsbeginn 402 kg, zu Versuchsende 421 kg. 

Die beiden Tiere I erhielten je 3,6 ml Aluminiumhydroxyd subcutan injiziert, 
die beiden Tiere II erhielten je 30 ml Rotlaufadsorbatvaccine, Beheim 30, und die 
heiden Tiere III erhielten je 60 ml Rotlauf-Formolvaccine A I, Beheim 31, Rtl. 759, 
gleichfalls subcutan injiziert. RegelmaBig durchgefiihrte Kontrolle der K6rper- 
temperatur ergab bei keinem der Versuchstiere wesentliche Temperaturschwan- 
kungen. Schon vor der Injektion wurde jedem der Tiere Blut abgenommen und 
dessen Aluminiumgehalt bestimmt. Ebenso wurden den Tieren nach der Injektion 
in regelmaBigen Zeitabstéinden durch Venenpunktion jeweils 100 ml Blut ent- 
nommen und dessen Aluminiumgehalt bestimmt. Diese Analysen wurden nach 
der Vorschrift des einen von uns (St.)#! durchgefiihrt. Danach wird Vollblut mit 


Tab. 1. Aluminiumgehalt des-Vollblutes vor und nach Injektion 





Zeitpunkt der Blut- y Aluminium/100 ml Vollblut 
entnahme Rind! |Pferd I} Rind IT | Pferd II | Rind H1| Pferd 11 


vor Injektion}| 30 43 38 50 

4 Stde. nach Injektion | 33 45 42 53 
| Stde. nach Injektion | 41 56 57 69 
3 Stdn.nach Injektion | 46 62 66 75 
6 Stdn. nach Injektion | 51 68 76 89 

1 Tag nach Injektion | 77 95 134 154 
2 Tage nach Injektion | 81 126 134 177 
3 Tage nach Injektion | 81 128 146 189 
5 Tage nach Injektion| 79 | 126 150 191 
7 Tage nach Injektion| 80 | 116 153 195 
9 Tage nach Injektion | 78 109 149 195 
12 Tage nach Injektion| 78 | 108 146 . 192 
16 Tage nach Injektion | 75 92 132 156 
23 Tage nach Injektion}| 69 88 125 142 
33 Tage nach Injektion | 65 90 96 129 
41 Tage nach Injektion | 67 73 107 107 























21 W. Stéckl, diese Z. 289, 107 [1952]. 
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Schwefelsaure, Salpetersiure und Salzsiure mineralisiert, die salzsaure Lésung 
durch Extraktion mit Ather weitestgehend von Eisen befreit. Restliche Eisen- 
spuren werden mit Cupferron gefallt. Die Lésung wird auf ein py von 4,9—5,0 
gebracht. Durch Zusatz von Aluminon (Aurintricarbonsiure) erhalt man eine 
Rotfarbung, die kolorimetrisch gemessen wird. Hinsichtlich der Einzelheiten des 
Analysenverfahrens mu8 auf das Original verwiesen werden. — Die Analysen- 
ergebnisse zeigt Tab. 1. 

Aus Tab. 1 ist zu entnehmen, da 

1. nach Injektion von reinem Aluminiumhydroxyd ein steiler An- 
stieg des Aluminiumgehaltes im Blut erfolgt, dessen Maximum bereits 
am 2. oder 3. Tag nach der Injektion erreicht wird, und daB die Alumi- 
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Injektion ine —* 
Abb. 1. Verainderung des Aluminiumblutspiegels im Vollblut von Rind und Pferd 
nach Injektion von Aluminiumhydroxyd (I), Aluminiumadsorbatvaccine (IL) und 
Formolvaccine (III). R = Rind, P = Pferd, RN = normales Rinderblut. 


niumwerte hernach allmahlich wieder abfallen, ohne jedoch innerhalb 
von 6 Wochen ihren Anfangswert wieder zu erreichen; 

2. daB nach. Injektion von Aluminiumadsorbatvaccine ebenfalls 
ein steiler und kontinuierlicher Anstieg der Blutaluminiumwerte erfolgt, 
deren Hohepunkt am 6. bis 8. Tag nach der Injektion erreicht wird, 
und daB auch hier zwar allmahlicher Abfall, aber innerhalb von 6 Wochen 
noch keine Riickkehr zur Norm eintritt; 

3. daB sich auffallenderweise auch nach subcutaner Injektion 
von Formolvaccine allmahliches, aber deutliches Ansteigen des Alumi- 
niumblutspiegels zeigt. 

Wir haben die in Tab. 1 angefiihrten Zahlen auch in ein Diagramm 
(Abb. 1) eingetragen, da die sich hieraus ergebenden Kurven den Unter- 
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schied gegeniiber dem nur geringe Schwankungen aufweisenden Verlauf 
der normalen Aluminiumwerte bei Rind und Pferd deutlicher zeigen. 
Friithere Untersuchungen hatten nimlich gezeigt®4, daB unter physio- 
logischen Bedingungen Abweichungen des Aluminiumgehaltes im Voll- 
blut vom Mittelwert in der GroBenordnung von maximal 10 y% liegen. 

Stellt man die gefundenen Aluminiummengen nicht in y°% dar, 
sondern berechnet daraus den Aluminiumgehalt der Gesamtblutmenge, 
die sich annahernd aus dem K6rpergewicht der Versuchstiere ermitteln 
laBt, so gewinnen die erhaltenen Zahlen wesentlich an Klarheit. Die 
Differenz zwischen dem héchsten beobachteten Aluminiumgehalt der 
Gesamtblutmenge und dem vor der Injektion gemessenen gibt die 
maximale Vermehrung des Aluminiums in der Blutbahn der einzelnen 
Versuchstiere wieder, die offenbar als Folgeerscheinung der Injektion 
auftritt. Abgesehen von der Konstanz des zeitlichen Verlaufes der 
Reaktion, die bereits der Tab. 1 zu entnehmen ist, zeigt eine solche 
Gegeniiberstellung in Tab. 2, daB die Zunahme des gesamten Blut- 
aluminiums in Abhangigkeit von der Art des injizierten Depots gleich- 
falls innerhalb enger Grenzen konstant ist. 


Tab. 2. Aluminiumgehalt der gesamten Blutmenge vor und nach Injektion. 





n mg Aluminium im 
Kérper- | Blut- Gesamtblut mg Al 
gewicht — b) maximal] jnjiziert 
kg a) vor Injek- nach 
tion Injektion 


Diff. b—a 





Rind f.... 659 15,7 36,5 32,9 20,8 
Pfeord ft... .. 417 11,9 35,é 32,9 23,6 
Rind 1. ..... 462 35,! 13,5 5e 49,8 39,9 
Pferd 7... 365 24, 12,2 7 49,8 35,5 
Rind III... 640 ‘ 26,5 35,< 0,012 8,8 
Pferd III. . . 410 27, 12,8 0,012 10,2 




















Die weitgehende Ubereinstimmung der in der letzten Rubrik der 
Tab. 2 angefiihrten Wertpaare (b — a), denen eine bestimmte Relation 
zu der vom jeweiligen Depot dem Blut unmittelbar oder mittelbar zu- 
gefiihrten Aluminiummenge zuerkannt werden darf, scheint uns um so 
beachtenswerter, als die angefiihrten Zahlen auf einer Berechnung der 
Gesamtblutmenge unserer Versuchstiere beruhen, die zwar einer iiblichen 
Faustregel insofern entspricht, als beim Rind 4/,; und beim Pferd 1/,; 
des Ko6rpergewichtes als Literanzahl des Gesamtblutes allgemein an- 
genommen wird, aber eben doch keineswegs als véllig exakt anzusehen 
ist. Uberdies haben wir fiir das Kérpergewicht nur den Mittelwert 
zwischen Anfang und Ende der Versuchsperiode zugrundelegen konnen, 
wodurch gleichfalls Ungenauigkeiten verursacht sein mégen. Es schien 
uns jedoch richtig, auf diese Ubereinstimmung schon jetzt hinzuweisen, 
da sie offenbar auf eine gewisse GesetzmaBigkeit im Verhalten des 
tierischen Organismus und der diesem applizierten Depots nach solchen 
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Injektionen deutet. Wir sehen davon ab, daraus weitere Schliisse zu 
ziehen, bevor durch eine gréBere Anzahl gleichartiger Versuche hin- 
reichende Beweise fiir die allgemeine Giiltigkeit unserer Beobachtungen 
erbracht sind. 

Ahnliche Uberlegungen gelten auch hinsichtlich der Steigerung der 
Aluminiumwerte nach Formolvaccinierung. Wir haben uns bemiiht, 
eine Bestétigung dieser Beobachtung in zusatzlichen Versuchen zu 
erlangen, und konnten bei drei weiteren, nicht vorbehandelten Rindern 
durch subcutane Injektion von jeweils 60 ml Rotlauf-Formolvaccine 
eine Steigerungstendenz des Aluminiumblutspiegels beobachten, die 
das AusmaB der physiologischen Schwankungsbreite iiberschreitet. Wir 
yveben die erhaltenen Werte in Tab. 3 wieder. 


Tab. 3. »% Aluminium im Blut vor und nach Injektion von Formolvaccine 

















Zeitpunkt der Blut- y % Aluminium 
entnahme Rind IV | Rind V Rind VI 

Vor Injektion 48 38 32 

| Tag nach Injektion 49 37 

3 Tage nach Injektion 53 40 34 

7 Tage nach Injektion. 56 40 
14 Tage nach Injektion 61 53 

19 Tage nach Injektion 60 46 
22 Tage nach Injektion 50 


Dennoch behalten wir uns eine Uberpriifung dieser Versuche an 
einer gréBeren Zahl von Versuchstieren ausdriicklich vor. Keinesfalls 
kann jedoch die in allen bisher untersuchten Fallen beobachtete Er- 
héhung des Aluminiumgehaltes durch die Aluminiumspuren der Formol- 
vaccine erklart werden. Viel eher ist an eine Mobilisierung von im 
K6érper des Tieres gelegenen Reserven dieses Elementes zu denken. 
Damit ware allerdings die Frage nach einer Beziehung des Aluminiums 
zur Antikérperproduktion aufgeworfen. 


Verhalten der Serumproteine 

Fiir die Kontrolle der Antikérperproduktion ist das Verhalten des 
Blutserums hinsichtlich seines relativen Gehaltes an den verschiedenen 
KiweiBkorpern bzw. allfalliger Verainderungen in deren quantitativer 
Relation zueinander von ausschlaggebender Bedeutung. Insbesondere 
schien uns die quantitative Anderung der y-Globulinfraktion von Be- 
deutung, da Tiselius und Kabat” sowie Pappenheimer, Lundgren 
und Williams?’ in ihren grundlegenden Versuchen bei der Elektro- 
phorese von Immunseren feststellen konnten, dai die Antikérper die 
gleiche Wanderungsgeschwindigkeit aufweisen wie die y-Globuline, ohne 
jedoch damit identisch zu sein. Durch zahlreiche Autoren wurden diese 


22 A. Tiselius u. E. A. Kabat, J. exp. Med. 69, 119 [1939]. 
23 A.M. Pappenheimer, H.P.Lundgren u. J. W. Williams, J. exp. 
Med. 71, 247 [1940]. 
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Befunde bestatigt und weiter ergainzt, so daB man jetzt der allgemeinen 
Auffassung ist, daB die Antikorper anteilmaBig der y-Globulinfraktion 
angehéren. Zwar kann aus den physikalisch-chemischen Befunden allein 
kein sicherer SchluB auf die Antikérperproduktion gezogen werden, 
aber bei der elektrophoretischen Untersuchung antikorperhaltiger Sera 
treten Befunde auf, die sich wesentlich von denen des Normalserums 
unterscheiden, so daB dadurch in quantitativer Hinsicht gewisse Riick- 
schliisse auf die Antikérperproduktion erlaubt sind. Wir verwendeten 
daher zur Untersuchung des Blutes unserer Versuchstiere nach der 
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Abb. 2. Veranderungen des y-Globulingehaltes im Serum von Rind und Pferd 
nach Injektion von Aluminiumhydroxyd (I’, Aluminiumadsorbatvaccine (II) und 
Formclvaccine (III). R = Rind, P = Pferd. 


Injektion von Aluminiumhydroxyd, Aluminiumadsorbatvaccine bzw. 
Formolvaccine die elektrophoretische Analyse, zumal hiermit gegeniiber 
sonstigen Methoden der EiweiBuntersuchung exaktere und verlab- 
lichere Werte zu erhalten sind. 

Fiir die Ausfiihrung dieser Analysen wurde eine Apparatur nach Tiselius 
verwendet. Das Serum wurde bei 2° gegen Veronalnatrium als Puffer mit einem 
py von 8,7 und einer Ionenstirke von 0,1 ausdialysiert und anschlieBend im Ver- 
haltnis 1:5 verdiinnt, um eine etwa 1-proz. Proteinlésung zu erhalten. In der 
Apparatur herrschte eine Feldstirke von 12 Volt/em. Der relative Anteil der 
einzelnen Komponenten wurde sodann nach der Methode von Philpot*- 
Svensson™ auf dem Wege der direkten Diagrammaufzeichnung ermittelt. Die 


“4 J. St. L. Philpot, Nature [London] 141, 283 [1938]. 
5 H. Svensson, Kolloid-Z. 87, 181 [1939]; 90, 141 [1940]. 
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erhaltenen, den einzelnen Komponenten zuzuordnenden Kurvenanteile wurden 
gegeneinander extrapoliert, wobei man fiir jede Komponente eine vollstandige, 
an ihren Enden die Basislinie beriihrende Kurve erhalt. Die davon eingeschlossene 
Fliche wird planimetriert. Die einzelnen Flachenwerte stehen untereinander im 
gleichen GroBenverhaltnis wie die Eiwei8komponenten. Bei der Ermittlung der 
relativen y-Globulinwerte ist mit einer absoluten Fehlerbreite von etwa + 4% 
zu rechnen, 

Die nach vorstehendem Verfahren analysierten Pferde- und Rindersera 
ergaben die in Tab. 4 angefiihrten Werte: 


Tab. 4. Elektrophoretisch ermittelte relative Albumin- und Globulinanteile des 
Serums vor und nach Injektion von Aluminiumhydroxyd, Aluminiumadsorbat- 
vaccine und Formolvaccine 





Tage vor bzw. nach Injektion 





vor 4 | 8 | 10 13 | 17 | 24 | 34 42 
tind I 
°% Albumin 57,1 | 56,9 | 56,5 | 55,8 | 56,1 | 56,1 | 56,3 | 56,3 | 56,8 
©, x-Globulin | 15,9 | 16,6 | 16,1 | 16,7 | 16,9 | 15,9 | 17,2 | 16,4 | 16,9 
% B-Globulin 8,0 Ais 8,2 8,0 7,5 7,6 6,5 8,2 6,1 
% y-Globulin | 19,0 | 18,8 | 19,2 | 19,5 | 19,4 | 20,3 | 19,9 | 19,1 | 20,2 


Pferd I 
°% Albumin 35,9 | 34,5 | 34,6 | 34,7 | 34,2 | 36,4 | 35,8 | 35,5 | 35,1 
% a«-Globulin | 16,2 | 15,4 | 18,0 | 18,1 | 16,9 | 14,0 | 17,2 | 15,3 | 16,9 
°% B-Globulin | 16,4 | 17,6 | 15,1 | 15,3 | 16,1 16,3 | 14,1 | 16,5 | 14,9 
% y-Globulin | 31,5 | 32,6 | 32,3 | 31,0 | 32,7 | 33,2 | 33,0 | 32,6 | 33,0 

Rind II 


% Albumin | 56,5 | 53,1 | 50,1 | 48,2 | 48,1 | 47,2 | 47,0 | 49,2 | 49,3 
&% «-Globulin| 68 | 7,8] 7,5 | 7,1 | 6,7! 7,2] 81 | 691] 7,0 
, p-Globulin | 19,2 | 20,2 | 21,1 | 17,4 | 20,0 | 20,9 | 19,8 | 19,0 | 19,0 
%, y-Globulin | 17,4 | 18,9 | 21,3 | 23,4 | 25,2 | 24,8 | 25,0 | 24,9 | 24,7 


Pferd II 
% Albumin 43,4 | 40,6 | 39,2 | 39,2 | 39,6 


4 40,2 | 40,3 | 39,9 
%, «-Globulin | 19,0 | 19,6 | 18,6 | 15,8 | 15,0 | 1 

1 

3 


4 
1 | 14,4 | 14,1 | 15,1 

%, B-Globulin | 12,5 | 11,2 | 12,1 | 12,2 | 12,4 5 

°% y-Globulin | 25,0 | 28,5 | 30,0 | 32,8 | 33,1 1 


Rind III 


11,2 | 11,3 | 11,0 
34,1 | 34,4 | 34,0 


% Albumin 43,3 | 41,3 | 40,3 | 40,9 | 37,3 | 37,7 | 37,0 | 38,8 | 38,3 
% «-Globulin | 7,1 8,0 9,9 8,2 | 11,5 8,9 | 10,7 7,5 8,8 
% B-Globulin | 26,8 | 28,1 | 25,0 | 24,7 | 25,3 | 26,5 | 26,2 | 25,9 | 25,4 
% y-Globulin | 22,8 | 22,6 | 24,8 | 26,2 | 25,8 | 26,9 | 26,0 | 27,9 | 27,4 


Pferd III 
% Albumin | 41,0 | 36,5 | 35,4 | 35,0 | 34,8 | 35,2 | 37,4 | 37,8 | 37,5 
&/ ~-Globulin | 16,6 | 16,8 | 16,8 | 16,4 | 16,0 | 15,7 | 16,6 | 14,3 | 15,0 
% B-Globulin | 13,1 | 14,3 | 14,6 | 14,9 | 14,3 | 13,6 | 11,1 | 12,6 | 13,0 
%/ y-Globulin | 29,3 | 32,3 | 33,0 | 33,7 | 34,8 | 35,6 | 34,9 | 35,4 | 34,6 





























Unter den Werten dieser Tabelle galt unsere besondere Aufmerk- 
samkeit aus den oben angefiihrten Griinden den y-Globulinen. Es 
scheint uns zweckmaBig, die jeweils aufgetretenen Veranderungen ihres 
relativen Anteiles ungeachtet ihrer heteromolekularen Zusammen- 
setzung graphisch wiederzugeben. Aus Abb. 2 ersieht man den steilen 
Anstieg der y-Globulinkonzentration nach Injektion der Adsorbat- 
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vaccinen bei Rind und Pferd, dessen Maximalwert nach 12 bzw. 34 Tagen 
erreicht wird. Von einem irgendwie bedeutsamen Riickgang dieser 
Konzentrationen ist innerhalb von 6 Wochen nichts feststellbar. Auch 
nach Formolvaccinierung erfolgt ein Anstieg der y-Globulinwerte, der 
deutlich die Fehlergrenzen der Methodik iibersteigt. Da bisher elektro- 
phoretische Messungen des mengenmaBigen Verhaltens der y-Globuline 
im normalen Pferde- und Rinderserum nicht publiziert wurden, sind wir 
zunaichst darauf angewiesen, die nach Vaccinierung beobachteten Werte 
jenen Ergebnissen gegeniiberzustellen, die nach Injektion von reinem 
Aluminiumhydroxyd erhalten wurden. Daraus ergibt sich, dali Vac- 
cinierungen — wie zu erwarten — eine Vermehrung der y-Globuline 
zur Folge haben. Insbesondere erfolgt ein solcher Anstieg rascher nach 
Injektion von Aluminiumadsorbatvaccinen. Untersuchungen iiber die 
Schwankungsbreite der y-Globulinwerte in normalen Pferde- und 
Rinderseren sind im Gang und sollen spiter veréffentlicht werden. 


Diskussion der Ergebnisse 


Aus den Ergebnissen der Aluminiumbestimmungen im Blut ist zu 
entnehmen, daB die Abgabe des Aluminiums aus dem bei der Ver- 
impfung gesetzten Depot in das Blut alsbald nach der Injektion nicht 
schubweise, sondern kontinuierlich erfolgt. Dies fiihrt zu einer betricht- 
lichen Steigerung des Aluminiumblutspiegels sowohl nach Injektion 
von reinem Aluminiumhydroxyd allein wie auch nach Injektion von 
Aluminiumadsorbatvaccinen. Diese Steigerung mu8 in erster Linie 
von dem injizierten Aluminium selbst verursacht sein und ist infolge- 
dessen eine Tatsache, die gegen eine Dissoziation der Adsorbatteilchen 
im Depot und fiir eine Abwanderung dieser Teilchen aus dem Depot 
in undissoziiertem Zustand gedeutet werden mu. Zwar ist eine Steige- 
rung des Aluminiumblutspiegels auch nach Injektion von nahezu 
aluminiumfreier Formolvaccine feststellbar, erreicht aber dann wohl 
eine den Normalwert iiberschreitende, aber doch bei weitem nicht die 
Hohe, wie sie nach Injektion von Aluminiumhydroxyd oder Aluminium- 
adsorbat beobachtet wird. 

Der allmihliche, stets langsam verlaufende Abfall der Aluminium- 
konzentration im Blut kann durch die Fahigkeit der Leber und der Milz 
zur Speicherung dieses Metalls erklart werden. Diese Speicherfihigkeit 
haben Eveleth und Myers?® dadurch festgestellt, daB sie einige 
Monate nach Injektion von Aluminium bei Hunden eine starke Er- 
héhung des Aluminiumgehaltes in Leber und Milz fanden. 

Stellt man die Aluminiumwerte und die relativen y-Globulin- 
konzentrationen der mit Adsorbatvaccinen behandelten Tiere gegeniiber, 
so zeigt sich, daB bei Erreichen des Maximalwertes der y-Globuline 
der Aluminiumgehalt des Blutes seinen Héhepunkt bereits iiberschritten 
hat. Auch dieser Umstand kann im Sinne eines kausalen Zusammen- 


*% D. F. Eveleth u. V.C. Myers, J. biol. Chemistry 118, 467 [1936]. 
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hanges zwischen Aluminiumgehalt und y-Globulinbildung gedeutet 
werden 

SchlieBlich soll auch darauf hingewiesen werden, daB die Ergeb- 
nisse unserer elektrophoretischen Analysen der Auffassung von Eisler 
und Eibl!* widersprechen, daB Aluminium die Antikérperproduktion 
beim Pferd zu hemmen imstande sei. Denn auch beim Pferd konnten 
wir nach Injektion von Aluminiumadsorbatvaccinen deutlichen Anstieg 
der y-Globulinfraktion feststellen, der wohl zweifelsfrei auf die Anti- 
kérperbildung zuriickgefiihrt werden darf. 


Zusammenfassung 


Rindern und Pferden wurden Aluminiumadsorbatvaccinen, Formol- 
vaccinen und reines Aluminiumhydroxyd injiziert. Das Vollblut der so 
vorbehandelten Tiere wurde in regelmaBigen Abstanden auf seinen 
Aluminiumgehalt gepriift und gleichzeitig das Verhalten der Serum- 
proteine elektrophoretisch kontrolliert. Nach Applikation von Adsorbat- 
vaccinen und von Aluminiumhydroxyd laBt sich ein deutlicher Anstieg 
des Aluminiumblutspiegels feststellen, der innerhalb von 6 Wochen 
noch nicht zur -Norm zuriickkehrt. Auch die Injektion von Formol- 
vaccinen fihrt zu einem deutlichen Anstieg des Aluminiumgehaltes 
im Blut, der keinesfalls seine Ursache in den Aluminiumspuren der 
verwendeten Injektionsfliissigkeit haben kann. Dieser Befund bedarf 
weiterer Nachpriifung, ehe der Versuch einer Erklarung unternommen 
werden kann. Sowohl Adsorbatvaccinen wie Formolvaccinen haben 
eine Vermehrung des y-Globulingehaltes im Blutserum zur Folge, ‘die 
sich im ersteren Fall besonders rasch und in gréBerem AusmaB einstellt. 
Das Maximum der y-Globuline wird erst nach dem Héhepunkt der 
Aluminiumkonzentration im Blut erreicht. Diese Ergebnisse werden 
im Sinne einer unmittelbaren und kontinuierlichen Abwanderung der 
undissoziierten Adsorbatteilchen vom Depot in den Organismus gedeutet. 
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Uber die Brauchbarkeit der Phosphatasebestimmung im Serum 
nach Huggins und Talalay 


Von 
Kurt Linhardt und Klaus Walter 


Aus dem Chemischen Institut des Stadtischen Krankenhauses Niirnberg 
(Vorstand: Oberchemierat Dr. K. Linhardt) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1952) 


In unserer ersten Publikation! wiesen wir bereits darauf hin, dab 
es Phosphatasebestimmungsmethoden gibt?-*, die sich von den klassi- 
schen dadurch unterscheiden, da die eine Komponente des durch die 
Phosphataseaktivitit gespaltenen Substrats einen in alkalischer Lésung 
farbigen Indikator oder eine fluoreszierende Substanz darstellt, wodurch 
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Abb. 1. Abhangigkeit von Farbintensitét und Farbkonstanz vom py-Wert 
phenolphthaleinhaltiger Lésungen (nach Huggins). = Messung sofort 
nach Zugabe des Farbreaktionspuffers. - - - - - = Messung 1 Stde. nach Zugabe 
des Farbreaktionspuffers. Ordinate: Kolorimeter-Ablesung (D%), 
Abszisse: py-Werte. 


die gesonderte Ausfiihrung einer Farbreaktion iiberfliissig wird. Da sich 
diese Methoden durch groBe technische Einfachheit auszeichnen, er- 
scheint es gerechtfertigt, zu einer derselben kritisch Stellung zu nehmen. 

Das freundliche Entgegenkommen der Firmen E. Merck (Darm- 
stadt) und C. F. Boehringer & Séhne (Mannheim) erméglicht es uns, 
die Phosphatasebestimmungsmethode von Huggins und Talalay? 
nachzupriifen. Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip, daB bei Ver- 
wendung von Dinatriumphenolphthaleinphosphat als Substrat durch 
die Abspaltung der Phosphorsaurereste unter Phosphataseeinwirkung 
Phenolphthalein in Freiheit gesetzt wird, welches nach Zugabe von 
Alkali dann die Rotfarbung der Lésung bedingt. 

Aus Abb. 1 ist ersichtlich, daB die Farbintensitiét dabei vom py 
abhéingt. Es zeigt sich, daB die Farbstairke bis pg 9,8 steil ansteigt, 


1K. Linhardt u. K. Walter, Med. Mschr. 1, 22—26 [1951]. 

2 C. Huggins u. P. Talalay, J. biol. Chemistry 159, 399—410 [1945]. 
3 Hudson u. Mitarbb., J. Urol. 58, 89—92 [1947]. 

4H. Neumann, Experientia [Basel] 4, 74—75 [1948]. 
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wahrend sie bei weiterem Anwachsen der Alkalitét nur noch wenig 
zunimmt. Die Farbreaktion an sich gehorcht dem Lambert-Beerschen 
Gesetz, d. h. mit zunehmender Phenolphthaleinkonzentration steigt die 
Farbstirke linear an (Abb. 2). Daneben lat sich aus Abb. 1 ersehen, 
daB die Konstanz der Farbintensitaét in Abhaingigkeit von der Zeit bei 
den einzelnen py-Werten stark unterschiedlich ist, und zwar bleibt die 
Lichtdurchlassigkeit der Phenolphthaleinlosungen vom pg 8,6 bis zum 
Py 10,6 innerhalb 1 Stde. praktisch konstant, um dann mit steigender 
Alkalitét immer rascher zuzunehmen, d.h. die Lésung verblaBt. 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Farbintensitét von der Phenolphthaleinkonzentration ; 
Ablesung am Stufenphotometer in 3 cm Schichtdicke mit Filter S 53. Ordinate: 
mg/l Phenolphthalein. Abszisse: Extinktion. 


In der Originalvorschrift von Huggins und Talalay wird zum 
Zwecke der Reaktionsunterbrechung und der kolorimetrischen Be- 
stimmung des wahrend der Bebriitungszeit in Freiheit gesetzten Phenol- 
phthaleins ein kraftiger alkalischer Puffer (Farbreaktionspuffer) zu- 
gegeben, welcher den py-Wert der Liésungen auf 10,9 bzw. 10,6 ver- 
schiebt. In diesem Bereich ist sowohl eine ausreichende Farbkonstanz 
wie auch eine relativ hohe Farbintensitat gewahrleistet. Zudem ist die 
Farbintensitat fiir die beiden angegebenen py-Werte praktisch gleich, 
wie aus dem fast horizontalen Verlauf der Kurve von Abb. 1 in diesem 
pu-Bereich ersichtlich ist. Daneben ist, wie die graphische Darstellung 
iiber die Abhangigkeit der Phosphataseaktivitét vom py-Wert der 
Puffersubstratl6sung in unserer ersten Publikation! zeigt, durch die 
héhere Alkalitét ein weiteres Einwirken der Phosphatase auf das Sub- 
strat stark gehemmt. Im gleichen Sinne wirkt das im Farbreaktions- 
puffer enthaltene Natriumpyrophosphat, welches nach Huggins und 
Talalay eine phosphatasehemmende Wirkung besitzt. Eine Nach- 
prifung der Farbkonstanz nach Zugabe des Farbreaktionspuffers be- 
staitigte diese Befunde. 


Es mu8 hier erwahnt werden, daB die von Huggins und Talalay in der 
Originalvorschrift angegebene Zusammensetzung fiir den Farbreaktionspuffer 
nach eigenen Messungen der Wasserstoffionenkonzentration mit der Antimon- 
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elektrode unrichtig ist. Nach Mitteilung der Autoren handelt es sich bei dieser 
Angabe um einen Druckfehler. 

Wie wir schon eingangs erwaihnt haben und aus Abb. 1 ersichtlich 
ist, mu man den nach Farbintensitét und -konstanz optimalen p,- 
Bereich einhalten. Daher méchten wir empfehlen, die Einstellung des 
Puffers nach jeder Neuherstellung der Lésungen zu kontrollieren. 

Im Gegensatz zu den klassischen Phosphatasebestimmungsmethoden 
stellte sich bei Verwendung der erwihnten Arbeitsweise heraus, daB die - 
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Abb. 3. Doppelt logarithmische Abhangigkeit von dem durch 100 ccm Serum 
in Freiheit gesetzten Phenolphthalein von den Phosphataseeinheiten nach Huggins. 
Ordinate: log mg Phenolphthalein/100 cem Serum. Abszisse: log Huggins-Einheiten. 





mit arithmetischen Verdiinnungen einer starken Phosphataselésung 
durchgefiihrten Bestimmungen keinen linearen Abfall der Farbreaktions- 
stiirke mit den Phosphatasekonzentrationen ergaben. Huggins und 
Talalay erhielten beim Arbeiten mit ihrem Substrat fiir solche Ver- 
diinnungskurven Werte, die nach Eintragung in ein doppelt logarith- 
misches Koordinatensystem auf einer Geraden lagen (Abb. 3). In 
diesem System werden auf der Abszisse die Logarithmen der Phos- 
phatasekonzentrationen und auf der Ordinate die Logarithmen der von 
100 cem Enzym in Freiheit gesetzten mg Phenolphthalein eingetragen. 
Diese graphische Darstellung wird nun von den Autoren benutzt, um 
die bei den einzelnen Bestimmungen unbekannter Phosphataselésungen 
| fg 
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erhaltenen mg Phenolphthalein in Phosphataseeinheiten umzurechnen ; 
sie legten die in 100 cem Serum enthaltene Phosphatasemenge, welche 
in 1 Stde. 1 mg Phenolphthalein bei 37,5°C freisetzt, willkiirlich als 
10 Einheiten fest und bezeichneten in Abhingigkeit davon die doppelte 
Phosphatasekonzentration als 20 Einheiten usw. Durch diese Mani- 
pulation wird erreicht, daB die bei der Bestimmung resultierenden 
Phosphataseeinheiten linearen Verhaltnissen entsprechen, obwohl das 
de facto in der Versuchslésung freigesetzte Phenolphthalein, wie oben 
erwihnt, keine direkt proportionalen linearen Beziehungen zur Ferment- 
konzentration hat. Wir selbst haben wiederholt die Abhangigkeit des 
freigesetzten Phenolphthaleins von der Phosphatasekonzentration unter- 
sucht und konnten dabei den von Huggins und Mitarbeiter erhaltenen 
Kurvenverlauf erst dann reproduzieren, nachdem wir den Puffer mittels 
der Antimonelektrode genau eingestellt hatten. Bei zu hohem Alkali- 
gehalt des Farbreaktionspuffers erhielten wir Kurven, die nur in einem 
verhaltnismaBig kleinen Bereich einen logarithmischen Verlauf zeigten. 
Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den Angaben von 
Schreier®, wonach die mit Phenolphthaleinphosphat erhaltenen 
Werte auf einer Geraden zu finden seien, wihrend nach der Bodansky- 
Methode eine anfanglich gekriimmte Kurve erhalten werde. In unseren 
Versuchen konnten wir an Hand von zahlreichen Bestimmungen 
die Beobachtungen friiherer Autoren bestitigen, wonach die mit der 
Methode nach Bodansky bzw. King-Armstrong erhaltenen Werte fiir 
solche Verdiinnungskurven auf einer Geraden liegen. 

Es war nun die Frage zu klaren, warum im Gegensatz zu den alteren 
Methoden mit dem Phenolphthaleinphosphorsauresubstrat keine lineare 
Kurve entsteht. Huggins und Talalay vermuten, daB dies auf das 
Vorhandensein von zwei Phosphorsiureresten im Phenolphthalein- 
phosphatmolekiil zuriickzufiihren ist. Sie kommen zu dieser Annahme, 
weil die Werte fiir den abgespaltenen Phosphor bei einer Verdtinnungs- 
reihe auf einer Geraden liegen. Andererseits kann das Phenolphthalein 
erst dann durch Rotfarbung reagieren, wenn beide Phosphorséure- 
molekiile abgespalten sind. Aus dieser Diskrepanz muB man schlieBen, 
daB die Spaltung der vom Ferment angegriffenen Substratmolekiile 
nur zum Teil vollsténdig verliuft. Um ein klares Bild dieser Verhilt- 
nisse zu erhalten, war es notwendig, die der abgespaltenen Phosphor- 
siiure entsprechende Phenelphthaleinmenge zu bestimmen, wie sie sich 
auf Grund der Zusammensetzung des Phenolphthaleinphosphorsaure- 
molekiils ergibt. Zu diesem Zweck stellten wir eine Phenolphthalein- 
und eine Phosphatlésung her, in welchen das Phenolphthalein und der 
Phosphor in gleichem Verhaltnis vorhanden waren wie in der Phenol- 
phthaleinphosphorsaure. Mit diesen beiden Lésungen fiihrten wir die 
Farbreaktionen unter den gleichen Bedingungen durch, die wir fiir die 
Bestimmung der Phosphatase nach der Phenolphthalein- und nach der 


5 K. Schreier, Klin. Wschr. 21/22, 391/92 [1951]. 
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Phosphormethode* verwendet hatten. Es ergab sich dabei, daB die 
Extinktion. der Farbreaktion des Phenolphthaleins 3,5-mal so stark 
war wie die der aliquoten Phosphormenge. Nunmehr waren wir in der 
Lage, aus der mit den Verdiinnungswerten gewonnenen Phosphorkurve 
(Abb. 4 II) auf die Phenolphthaleinmenge zu schlieBen, die dem in 
Freiheit gesetzten Phosphor entspricht (Abb. 4 IIT). Die Kurven der 
Abb. 4 zeigen, daB jeweils nur ein geringer Prozentsatz der Phenol- 
phthaleinphosphorsiure vollkommen gespalten wird. Dieses Resultat 
deckt sich mit dem logarithmischen Verlauf der Kurve. Man kann also 
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Abb-4. Kurve 1: Phosphataseverdiinnungskurve nach der Hugygins-Methode. 
Kurve Il: Phosphataseverdiinnungskurve nach der Fiske-Subbarow-Methode. 
Kurve IIJ: Umrechnung der Phosphatasewerte von Kurve II in Phenolphthalein- 
werte (Erlauterung siehe im Text). Ordinate: Verdiinnung. Abszisse: Extinktion. 




















die Behauptung aufstellen, daB bei dem vorliegenden Uberangebot 
von Substrat stets nur von einem kleinen Teil der Phenolphthalein- 
phosphorséure beide Phosphormolekiile abgespalten werden, wahrend 
bei dem weitaus gr6Beren Teil nur 1 Mol. Phosphorsaure abgespalten ist. 
Aus diesem Grunde kann entgegen den Angaben von Schreier® die 
Kichung nicht in Anlehnung an die klassischen Phosphatasebestimmungs- 
methoden erfolgen. Vielmehr muB man entweder die von Huggins 
und Talalay vorgeschlagene doppelt logarithmische Kurve verwenden 
oder versuchen, durch Umeichung auf eine der lineare Farbwerte er- 
gebenden Phosphatasebestimmungsmethoden (King/Armstrong, Bo- 
dansky usw.) Vergleichswerte zu erhalten. Letztgenannter Weg stoBt 
in der Praxis oft auf die Schwierigkeit, sich die fiir die Anfertigung von 
Verdiinnungskurven notwendige hohe Phosphatasekonzentration im 
Serum zu beschaffen. Nach unseren Beobachtungen ist es aber wichtig, 
daB man zur Umeichung Serum verwendet. Huggins und Talalay 
untersuchten auch die Abhangigkeit der Farbreaktionsstirke von der 
Bebriitungszeit bei gleichbleibender Fermentkonzentration und fanden 
hierfiir ebenfalls eine logarithmische Abhiangigkeit. Bei eigenen Unter- 
suchungen erhielten wir stets den logarithmischen Kurvenverlauf. Zur 


6 Fiske u. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1926]. 





250 Kurt Linhardt und Klaus Walter, Bd. 289 (1952) 


Uberpriifung dieses Resultats fiihrten wir die Reaktion in einem Falle 
so aus, da wir von ein und derselben Phosphataselosung nach unten 
angegebener Vorschrift mehrere Réhrchen verschieden lang bebriteten. 
Im anderen Falle wurde auf die Zugabe des Farbreaktionspuffers ver- 
zichtet und die Farbentwicklung bei py 9,7 kontinuierlich im Stufen- 
photometer verfolgt. Dabei ergab sich, daB im zweiten Falle lediglich 
die Farbintensitét etwas geringer war, wihrend der Charakter der 
logarithmischen Kurve erhalten blieb. 
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Abb. 5. Beziehung der ermittelten Extinktionen zu Huggins-Kinheiten im linearen 
Koordinatensystem. Ordinate: Huggins-Einheiten. Abszisse: Extinktion. 


Huggins und Talalay geben dem von ihnen verwendeten 
Substrat auf Grund von Analysenresultaten die Summenformel 
CooH,30,,P,Na;. Die dieser Substanz entsprechende Struktur miiBte 
die der Formel I sein. Eine solche Verbindung mu erwartungsgemabB 
alkalisch reagieren; dies wurde auch von den Autoren bestatigt. Das uns 
von der Fa. E. Merck zur Verfiigung gestellte Substrat hat nach den 
von der Firma ausgefiihrten Analysen eine Zusammensetzung, die sich 
der Formel Cy9H 20, 9P,Na, weitgehend nahert. Es handelt sich danach 
um das normale Tetranatriumsalz (II). Dafiir spricht auch die Tatsache, 
daB dieses Produkt schwach sauer reagiert. Das Arbeiten mit letzt- 
genanntem Natriumsalz der Phenolphthaleinphosphorséure hat den 
Nachteil, daB die damit hergestellten Lo6sungen nur kurze Zeit bestandig 
sind und sehr rasch freies Phenolphthalein abspalten, wodurch die 
Leerwerte ansteigen, was gerade bei Bestimmung niedriger Ferment- 
konzentrationen von groBem Nachteil ist. Dagegen zeigte es sich, dais 
das Praparat der Formel III, welches uns von der Fa. Boehringer zur 
Verfiigung gestellt wurde, als Substrat gelést lange Zeit bestandig ist, 
wodurch die Leerwerte praktisch gleich null bleiben. Beide Substrate ver- 
halten sich nach unseren Untersuchungen in ihren Eigenschaften dem 
Ferment gegeniiber véllig gleichartig, weswegen wir der Verwendung 
letztgenannter Substanz den Vorzug geben. Das Praparat ist eine Kom- 
plexverbindung von 1 Mol. Phenolphthaleindiphosphorséure mit 1 Mol. 
Pyridin mit dem Mol.-Gew. 557,21. Die von der Fa. Boehringer aus- 
gefiihrten Analysen bestatigen diese Annahme. Das Pyridin wird in 
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waBriger Losung sofort abdissoziiert, tritt jedoch infolye der Pufferung 
der Lésung fiir die Phosphatasebestimmung nicht stérend in Erschei- 
nung. Andererseits ist es zur Erreichung von Haltbarkeit und Stabilitat 
der Substanz notwendig. 

Unsere Ausfiihrungen zeigen, da Phenolphthaleinphosphat als 
Substrat zur Phosphatasebestimmung im Serum geeignet ist. Die Me- 
thode hat den Vorteil des geringen Arbeitsaufwandes, da sowohl die Ent- 
eiweiBung als auch die gesonderte Durchfiihrung der Farbreaktion ent- 
faillt und dadurch eine Reihe von Fehlerquellen ausgeschlossen wird. 
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Um einen groben Anhaltspunkt fiir die Genauigkeit der Methode zu 
gewinnen, fiihrten wir in Anlehnung an unsere Fehlerrechnung fiir die 
King/Armstrong-Methode! mit einem Mischserum 10 Einzel- 
bestimmungen durch. Dabei fanden wir im physiologischen Bereich 
des alkalischen Phosphatasespiegels als Ma fiir die mittlere Ab- 
weichung vom Mittelwert ein o von + 1,8% gegeniiber + 2,6% 
bei der King/Armstrong-Methode. 
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Arbeitsvorsehrift 


Reagenzien 

Nr. 1. Saure Puffersubstratlésung (py 5,4): Man lést 5,85 g Natriumacetat 
(CH,CO,Na - 3H,O) und 0,4 ccm Eisessig (99-proz.) in einem 500-ccm-MeBkolben 
mit Aqua dest., gibt 0,279 g Phenolphthaleinphosphorsaure (Boehringer) zu und 
fillt bis zur Marke mit Aqua dest. auf. Dann werden 4 ccm Chloroform zugegeben 
und die Lésung im Eisschrank aufbewahrt. 

Nr. 2. Alkalische Puffersubstratlésung (py 9,7): Man lost 10,3 g Veronal- 
natrium und 6,5 ccm »/10-NaOH in einem 500-ccm-MeBkolben mit etwas Aqua 
dest., gibt 0,279 g Phenolphthaleinphosphorsaiure (Boehringer) zu und verdiinnt 
mit Aqua dest. bis zur Marke. Es werden 4 ccm Chloroform zugegeben und die 
Lésung im Eisschrank aufbewahrt. - 

Nr. 3. Farbreaktionspuffer (py 11,2): Man lést 4,59 g Glykokoll, 3,58 ¢ 
NaCl und 50 cem n-NaOH mit 400 ccm Aqua dest. in einem 500-ccm-MeBkolben. 
Dann gibt man 20 g Natriumpyrophosphat (Na,P,0, - 10 H,O) zu und lést dieses 
durch Erwarmen. Nach dem Abkiihlen wird mit Aqua dest. bis zur Marke auf- 
gefiillt. Es empfiehlt sich nicht, die Lésung im Eisschrank ‘aufzubewahren, da 
dieselbe auf Grund ihrer hohen Konzentration bei niederer Temperatur teilweise 
auskristallisiert. 

Nr. 4. Phenolphthaleinstammlésung. Man |ést 100 mg Phenolphthalein in 
einem 100-cem-Me8kolben in 95-proz. Athylalkohol und verdiinnt mit diesem 
Lésungsmittel bis zur Marke. 


Arbeitsgang 
(bei Verwendung eines Pulfrich-Stufenphotometers*) 

Vollversuch: 5 ccm der sauren bzw. der alkalischen Puffersubstratlésung 
(Nr. 1 und Nr. 2) werdén in ein Reagensglas pipettiert und in ein Wasserbad von 
37,5° C gebracht. Nach 10 Min. gibt man 0,5 cem des zu untersuchenden Serums 
zu, mischt durch mehrmaliges Kippen des verschlossenen Reagensglases und belaBt 
dieses dann 2 Stdn. im Wasserbad. Nach Ablauf dieser Zeit werden 4,5 cem des 
Farbreaktionspuffers (Nr. 3) zugegeben und die Intensitat der entstehenden Rot- 
farbung am Stufenphotometer in 3 em Schichtdicke mit Filter 8 53 kolorimetriert. 

Leerversuch: Zu 5 ccm der sauren bzw. alkalischen Puffersubstratlésung 
(Nr. 1 und Nr. 2) werden 4,5 cem des Farbreaktionspuffers (Nr. 3) und 0,5 ccm 
Serum gegeben. Nach dem Umschiitteln wird unter den oben angegebenen Be- 
dingungen kolorimetriert. Aus der Differenz der bei Voll- und Leerversuch er- 
haltenen Extinktionen ergibt sich die durch die Phosphataseaktivitat bedingte 
Farbdichte. 

Eichkurve: Man gibt von der Phenolphthaleinstammlésung (Nr. 4) 2, 4, 6 
und 10 cem in je einen 1000 cem-MeBkolben und verdiinnt mit Aqua dest. bis zur 
Marke. Zu 5 ccm jeder dieser Lésungen gibt man 0,5 ccm Aqua dest. und 4,5 cem 
des Farbreaktionspuffers (Nr. 3) und kolorimetriert sofort unter den gleichen 
Bedingungen wie bei Ausfiihrung der Phosphatasebestimmung gemaB der oben 
gegebenen Vorschrift. Die erhaltenen Extinktionen entsprechen dann 1, 2, 3 und 
5 mg Phenolphthalein pro Liter der kolorimetrierten Lésungen (Abb. 2), die also 
im Phosphatasebestimmungsversuch von 0,5 ccm Serum in Freiheit gesetzt werden. 

Berechnung der Phosphataseeinheiten nach Huggins: Die aus der 
Differenz von Voll- und Leerversuch resultierende Extinktion wird mit Hilfe der 
Kichkurve (Abb. 2) in Milligramm Phenolphthalein pro Liter umgewandelt und 
mit 2** multipliziert. Dieser Wert wird mit Hilfe von Abb. 3 in Phosphatase- 


* Selbstverstandlich lassen sich auch alle anderen Absolutkolorimeter fiir 


die Bestimmung verwenden. 
10 cem Volumen kolorimetrierter Lésung 100 cem Serum 


“~~ 1000 cem Gesamtvolumen der zum Eichen © 0,5 ccm verwendetes ° 
verwendeten Lésung Serum 
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einheiten umgewandelt. Nachdem wir im Gegensatz zu der Originalvorschrift 
von Huggins eine Bebriitungszeit von 2 Stdn. anwenden, miissen die erhaltenen 
Phosphataseeinheiten nun wieder durch 2 geteilt werden. Es ist notwendig, dab 
darauf ausdriicklich aufmerksam gemacht wird. Die Kurve, nach der die Ein- 
heiten ermittelt werden, ist eine logarithmische, so daB die Multiplikation mit 2, 
die zuvor auf einer Geraden im linearen System ausgefiihrt wurde, durch die 
nachfolgende Division der Phosphataseeinheiten mit 2 nicht aufgehoben wird. 
(Z. B. 1,0 mg Phenolphthalein pro 100 ccm Serum 10,0 H. E. 
0,5 mg Phenolphthalein pro 100 ccm Serum _ 6,7 H. E.) 
Ks empfiehlt sich in der Praxis die Abb. 2 und 3 in einer graphischen Darstellung 
entsprechend Abb. 5 zusammenzufassen und danach eine Tabelle aufzustellen, 
mit der die ermittelten Extinktionen in Phosphataseeinheiten umgewandelt werden 
kénnen. Normalwerte nach Huggins: 
Alkalische Phosphatase: 9,5 
Saure Phosphatase: 5, 


3—15) H. E. 


( 
9 (3—10) H. EB. 


Zusammenfassung 
Die Methode von Huggins und Talalay wurde einer kritischen 
Betrachtung unterzogen. Auf Grund der technischen Einfachheit 
und der damit verbundenen Reduzierung der Fehlerquellen kann die 
Methode fiir die Bestimmung der sauren und alkalischen Serumphos- 
phatase im klinischen Laboratorium empfohlen werden. 


Biosynthese von Mercaptanen 
Von 
Carl Neuberg und Amelie Grauer 


Dept. of Biochemistry, New York Medical College, 
and the Madison Foundation of Biochemical Research, New York, N.Y. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Januar 1952) 
Herrn Prof. Dr. W. Heubner, Berlin, zum 75, Geburtstag gewidmet 


Die Frage nach der biochemischen Entstehung von Mercaptanen 
ist durch Auffindung der in Form von Acylmercaptanen aktivierten 
Kssigsiure aktuell geworden. Mercaptane bilden gema der Ent- 
deckung von Lynen und seinen Mitarbeitern' den integrierenden Be- 
standteil des Coenzyms A, das als ein Ester der Thiolessigsaure 
(CH,-CO-SCoA) zu symbolisieren ist. 

Die Herkunft des Methylmercaptans, das bei der bakteriellen Zer- 
setzung von KiweiBkérpern auftritt, ist hinreichend durch das Studium 


1 FF. Lynen u. E. Reichert, Angew. Chemie 63, 47 [1951]; F. Lynen, 
K. Reichert u. L. Rueff, Liebigs Ann. Chem. 574, | [1951]. — Literatur iiber die 
allgemeine Bedeutung der Thiolgruppe findet man bei Th. Bersin, ,,Die Phyto- 
chemie des Schwefels‘‘, Advances in Enzymology, 10, 223 [1950]. — Weitere 
Angaben iiber Coenzyme A findet man bei I. D. Gregory u. Mitarb., J. Amer. 
chem. Soc. 74, 854 [1952], sowie bei H. Beinert u. Mitarb., ebenda 74, 855 


|1953]. 
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der Vorgange aufgeklart, die sich beim mikrobiellen Abbau der schwefel- 
haltigen Aminoséuren Cystin und Methionin abspielen. Eine seltene 
Reaktion kann von einem Pilz der Holzvermoderung, Schizophyllum 
commune, herbeigefiihrt werden, némlich eine Methylierung von an- 
organischem Hydrosulfid oder Sulfid?, das aus Sulfaten durch Reduktion 
hervorgeht. Durch biochemische Hydrierung von Alkyldisulfiden erhalt 
man Mercaptane, wie zuerst am Beispiel des Athyldisulfids festgestellt 
worden ist®, Verwandt ist in gewisser Hinsicht das Auftreten von Mercap- 
tanen neben gemischten Thioathern bei der Einwirkung von Scopulariop- 
sis brevicaulis auf Alkyldisulfide. Sie werden zu den entsprechenden 
Thiolen reduziert und letztere zugleich halftig methyliert, so daB aus 
einem aliphatischen Disulfid (RS-SR) neben einem Thiol (R-SH) ein 
Methyl-alkyl-sulfid (R-S-CH;) hervorgeht‘. 

Genereller diirfte ein anderer Modus der natiirlichen Mercaptan- 
bildung sein, die Entstehung von Thiolen durch Bioreduktion von 


Thioaldehyden der Formel RCC. Diese Reaktion wurde von Neu- 
LY 


berg und Nord aufgefunden. Dabei ist von Belang, daB die Thioalde- 
hyde nicht praformiert vorzuliegen brauchen, sondern da sich die 
gewohnlichen Aldehyde in Gegenwart von Schwefelwasserstoff oder 
einem Alkalisulfid infolge ihrer gegenseitigen Affinitaét wie fertige 
Thioaldehyde verhalten. Da Aldehyde bei sehr vielen Umsetzungen als 
Endprodukte oder Intermediargebilde auftreten und Schwefelwasser- 
stoff als ein omnicelluléres Erzeugnis gelten kann, so steht der Zelle eine 
Auswahl von potentiellen Thioaldehyden fiir einen Bedarf an Mercap- 
tanen zur Verfiigung. 

Die Versuche iiber Mercaptanbildung aus Aldehyden sind seinerzeit® 
mit lebenden Hefen sowie rein fermentativ mit dem Enzymsystem zell- 
freier Macerationssafte ausgefiihrt worden. Da der Lynen-Faktor in 
Mikroorganismen verbreitet ist, mag der Umstand mitteilenswert sein, 
daB die Erzeugung von Mercaptanen aus Thioaldehyden 
mittels Bakterien moglich ist. 

Kinfache Bedingungen walten ob, wenn man das T’hermobacterium 
mobile (Achromobacter mobile, Pseudomonas Lindneri) als Garungs- 
erreger benutzt. Dieses Bakterium erzeugt nach Lindner® aus Hexosen 
Athylalkohol, und zwar nach Kluyver und Hoppenbrouwers? in 


2 J. H. Birkenshaw, W. P. K. Findlay u. R. A. Webb, Biochem. J. 36, 
526 [1942]. 

3 C. Neuberg u. E. Schwenk, Biochem. Z. 71, 118 [1915]. 

4 F. Challenger u. assoc. zit. in ,,Chemical activities of fungi‘, von J. W. 
Foster, Acad. Press, New York 1949, p. 536—537; F. Challenger, Y. Cheng 
Liu, Numéro special en V’honneur de J. P. Wibaut, Recueil Trav. chim. Pays- 
bas 69, 334 [1950]. 

5 C. Neubergu. F. F. Nord, Ber. dtsch. chem. Ges. 47, 2264 [1914]; Biochem. 
Z. 67, 46 [1914]; F. F. Nord, Ber. dtsch. chem. Ges. 52, 1207 [1919]. 

6 P. Lindner, Paul-Funke-Festschr. 1929, 53; Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 
81, 25 [1931]. 

7 A.J. Kluyveru. W. J. Hoppenbrouwers, Arch. Mikrobiol. 2, 245 [1931]. 
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Aquivalenz zur entwickelten Menge Kohlendioxyd, also gema8 der 
Gay-Lussacschen Girungsgleichung. Neuberg und Kobel® haben 
gezeigt, daB dieses Bakterium die Partialagenzien des normalen Garungs- 
systems enthalt. Demzufolge ist eine mit den glykolytischen Prozessen 
gekoppelte Bioreduktion ausfiihrbar, und sie gestattet eine bakterielle 
Mercaptan-Erzeugung auf dem Wege iiber Thioaldehyde. 

Man erkennt 3 Haupttypen der Mercaptanbildung in der 
Natur: 

a) Proteinogene Mercaptanbildung. Sie ist an die An- 
wesenheit von Cystin und Methionin gebunden (Wohlgemuth, 1904, 
Waelsch, Borek, 1939). 

b) Mercaptanbildung durch Reduktion von Disulfiden 
(Neuberg und Schwenk, 1915; Challenger, 1938). 

c) Mercaptanbildung durch biochemische Reduktion 
von Thioaldehyden (Neuberg und Nord, 1914). 

Man wird kaum fehlgehen, wenn man der letztgenannten Bildungs- 
weise*) einen allgemeineren Charakter zuschreibt. Wie erwahnt, brauchen 
namlich die Thioaldehyde nicht prafomiert zu sein. Es geniigt das 
ubiquitaére Vorhandensein von gewéhnlichen Aldehyden und Schwefel- 
wasserstoff. Bei den Entstehungsweisen nach a) und b) ist dagegen die 
Praiexistenz der Gruppe R- S — in den als Ausgangsmaterial dienenden 
Naturstoffen eine Voraussetzung. 

Die Bioreduktion der Thioaldehyde war bei gleichzeitigem Umsatz 
von Zucker gelungen. Schon in der Friihzeit der Garungsforschung 
wurde die Bewerkstelligung solcher Hydrierungen dem ,,potentiellen 
oder labilen Géarungswasserstoff‘ zugeschrieben, fiir den man die 
reversible Bindung an einen Acceptor annahm!®. Heute mu8 man mit 
F.G. Fischer und Eysenbach"™ den Vorgang als Funktion des 
Cozymase-Flavin-Cytochrom-Systems betrachten, wobei das Leuko- 
fiavin und Pyridinnucleotid (Warburg) ihre Rolle spielen. 


Beschreibung der Versuche 


Die Ziichtung des Bakteriums in gr6Beren Mengen geschah nach der Vor- 
schrift von Neuberg u. Kobel®. Hinsichtlich Anordnung der Experimente und 
der Analysenmethoden kann auf die friiher bei den Hefenversuchen angewendete 
Methodik® verwiesen werden. 


8 C. Neuberg u. M. Kobel, Biochem. Z. 248, 451 [1931]; 247, 246 [1932]; 
sieche auch B. Tank 6, ebenda 247, 482 [1932]. 

* Die Bildung von Methylmercaptan durch Methylierung von 
Schwefelwasserstoff? ist ein Sonderfall. Er wird durch den Pilz Penicillium 
brevicaule (Schizophyllum brevicaulis) realisiert, der Methylierungen wahrscheinlich 
durch Methyl-Entnahme von Stoffen der Cholin- und Betainreihe durch Trans- 
methylierungsvorginge im Sinne du Vigneaud’s herbeifiihrt. Das Methylierungs- 
vermégen dieses Pilzes wurde schon 1892 von Gosio® entdeckt. 

® B. Gosio, Ber. dtsch. chem. Ges. 25, Ref. 346 [1892]; 30, 1024 [1897]. 

10 Lit. siehe bei C. Neuberg, ,,Biochemical reductions at the expense of 
sugars‘. Advances in Carbohydrate Chem. 4, 75 [1949]. 

1 ¥.G. Fischer u. H. Eysenbach, Liebigs Ann. Chem. 580, 99 [1937], 
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A. Thioacetaldehyd 

Zur sterilisierten Loésung von 500 g Glucose in 5/1 Wasser wurden 300 ccm 
Bakteriensuspension gefiigt, die durch Abschwemmung von 3 Flaschenkulturen 
nach 2-tigigem Wachstum des Erregers bei 30° gewonnen war. Die Garung war 
nach 114 Stdn. lebhaft. Temp. 28.—30°. Aus einem Tropftrichter floB nun langsam, 
innerhalb von 16 Stdn., die Fliissigkeit ein, die an Stelle fertigen Thioacetaldehyds 
ein Gemisch von Ammoniumsulfhydrat und Acetaldehyd als Komponenten eines 
Thioaldehydimins enthielt, und zwar befanden sich 6,5 g frisches Ammonium- 
sulfhydrat und 5,5 g Acetaldehyd in 150 ccm Wasser. Die Garung erfuhr keine 
merkliche Unterbrechung. 6 Min. nach dem ersten Eintropfen des ,,Thioacetal- 
dehyds* war Mercaptangeruch der Gargase unverkennbar, und in den Mercuri- 
cyanidvorlagen begann die Ausfallung des mit HgS gemischten Mercurimercaptids. 
Da die CO,-Entwicklung nicht so stark war wie bei der Vergarung mit Hefe, war 
ein 6fteres Durchdriicken des fliichtigen Produkts in die AbsorptionsgefaBe not- 
wendig. Dieses Ubertreiben des Mercaptans wurde mit gereinigtem N, vorgenommen. 
Die Verwendung von Stickstoff statt des friiher benutzten Kohlendioxyds bietet den 
Vorteil, daB ein Entweichen von H,S aus der Lésung des Thioaldehydimins ein- 
geschrankt wurde (Kohlensaure wirkt immerhin als Séure). Der N, 1a8t sich zudem 
leichter als CO, von O, befreien, so daB auch infolge verminderter Disulfidbildung 
die Ausbeute an Mercaptan steigt. 

Als nach 6 Tagen kein Zucker mehr nachweisbar* war, wurden die in den 
Vorlagen vorhandenen Niederschlige gesammelt und mit Wasser ausgewaschen. 
Sie wurden vereint und mit 8-proz. Phosphorsiure in einem Strom von Wasser- 
dampf und Stickstoff zerlegt. Hierbei wurde HgS nicht angegriffen, wahrend 
Athylmercaptan entwich. Es wurde in 3-proz. Bleiacetatlosung aufgefangen, aus 
der sich citronengelbes reines Blei-athylmercaptid ausschied. Kristallisiert aus 
C,H;OH + CCl, in Blattchen; Ausbeute 1,30 g. 

(C,H;S).Pb. Ber. Pb 62,9; gef. Pb 62,7. 

Die weitere Charakterisierung geschah durch die Isatin- und Nitroprussid- 
natriumprobe nach Denigés?*. 

Ein Kontrollversuch wurde mit dem zehnten Teil der Ingredienzien, je- 
doch unter Fortlassung von Acetaldehyd vorgenommen. Es wurde kein Athyl- 
mercaptan entwickelt. Eine Schwefelung des Athylalkohols erfolgte also nicht, 
obgleich die Garfliissigkeit einen penetranten Geruch aufwies, wie ihn mit H,S 
behandelter Alkohol annimmt. 


B. Thiobutylaldehyd 

Zur Erganzung wurde ein ganz analoger Versuch mit »-Butylaldehyd und 
Ammoniumhydrosulfid angestellt, aber nur qualitativ durchgefiihrt. Es wurde das 
Bleisalz des n- Butylmercaptans erhalten und identifiziert, vor allem aber der 
fiirchterliche Geruch des Butanthiols entwickelt, wie er dem Driisensekret des 
Stinkdachses Mephitis mephitica eigen ist. 

Fiir die Ausfiihrung der beschriebenen Versuche standen Mittel zur Ver- 
fiigung fiir deren Gewahrung dem Office of Naval Research, Dept. of the 
Navy, Wahington D. C., und der U. 8S. Atomic Energy Commission gedankt 


sei. 


12 G. Denigés, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 108, 350 [1889]. 

* Zur Feststellung wurden dem GargefaéB 5 ccm Fliissigkeit entnommen und 
durch Zusatz von 5 cem gesattigter Cupriacetatlésung von Schwefelverbindungen 
befreit. Das klare Filtrat kann dann in gewoéhnlicherweise mit Fehlingscher oder 
Ostscher Mischung gepriift werden. 
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Zur Konzentrationsbestimmung der Hyaluronsadure 
Von 
Heinz Gibian 
Aus dem Hauptlaboratorium der Schering A.-G., Berlin-West 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1952) 


Bestimmungsmethoden der Hyaluronsiure sind einerseits von 
Interesse fiir quantitative Angaben itiber ihr natiirliches Vorkommen 
unter physiologischen oder pathologischen Bedingungen. Andererseits 
kénnen nur mittels echter Konzentrationsmessungen Grundlagen fiir 
kinetische Betrachtungen des fermentativen Abbaus der Hyaluron- 
siiure durch Hyaluronidase gewonnen werden. Die bekanntesten Eigen- 
schaften von Hyaluronsiurelésungen sind ihre Viskositaét und ihre 
Fallbarkeit mit basischen Stoffen wie Toluidinblau, Protaminen und 
Albuminen. Die hierauf beruhenden physikochemischen Auswertungs- 
methoden? hangen aber vor allem auch vom Polymerisationsgrad der 
betreffenden Hyaluronsiure ab, so daB es fragwiirdig ist, wie weit sie 
als reprasentativ fiir deren Konzentrationsbestimmung angesehen 
werden diirfen?, s. a.%. 

Hierzu wurden folgende Versuche angestellt: 

1. Eine Nabelschnur-Hyaluronsiure ,,A“ wurde mit Testes- 
Hyaluronidase partiell auf etwa 1/, der anfanglichen relativen Vis- 
kositat * abgebaut: Saure ,,C,“. 

Zum Vergleich wurde A auf die gleiche Viskositiét verdiinnt (etwa 
1:2): Séure ,,B,“. 

Setzt man voraus, daB C, nun die gleiche Konzentration wie B, 
habe, erhalt man tatsichlich identische Viskositats-Konzentrations- 
kurven (s. Abb. 1 oben). 

Die Triibung-Konzentrationskurven werden unter der gleichen 
Voraussetzung aber vollig verschieden (Abb. 1 unten). 

Bezieht man sich jedoch auf die in den Lésungen tatsichlich vor- 
handenen Substanzgewichte, so werden im vorliegenden Falle die 
Triibungs-Konzentrationskurven praktisch identisch (Abb. 1 unten, 
,C’,“) und die Viskositaéts-Konzentrationskurven verschieden (Abb. | 
oben, hy 3 

Bei weiterer Einwirkung von Hyaluronidase auf isoviskose Lésungen 
von B, und C, wird letzteres, viskosimetrisch verfolgt, wesentlich ver- 
langsamt abgebaut (a. a. 0.2, Abb. 4). Turbidimetrisch verhalten sich 


* Bezeichnungen siehe bei ?. 

1A. Dorfman u. M.L. Ott, J. biol. Chemistry 172, 367—375 [1948]; 
weitere Literatur siehe bei H. Gibian, Angew. Chem. 68, 105—117 [1950]. 

2H. Gibian, diese Z. 289, 1—5 [1951]. 

3 M. M. Rapport, K. Meyer u. A. Linker, J. biol. Chemistry 186, 615 bis 
623 [1950]. 
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Abb. 1. Beziehung zwischen Hyaluronsiurekonzentration und relativer Viskositat 
(oben) baw. Triibungswerten (unten). 

Lisungsmittel 1/10-Na-Acetatpuffer py 6,5 + /30-NaCl. Viskosimetrie bei 30°. 
Turbidimetrie nach Zusatz von 1 Vol. Wasser und 8 Vol. Pferdeserum (1: 10 ver- 
diinnt mit /2-Na-Acetatpuffer py 4,2). 

o-o A = Unabgebaute Saure bzw. Verdiinnungen B, und B, hiervon; Konzen- 
tration nach Gewicht berechnet. x-x C, = Partiell abgebaute Saiure A; Konzen- 
tration nach der Viskositét berechnet. G-0 C’, = Séiure C,, aber Konzentration 
nach Gewicht berechnet. 


B,- und C,-Verdiinnungen gleichen Triibungsgrades (also gleicher ge- 
wichtsmaBiger Konzentration) hierbei jedoch identisch (Abb. 2). 

2. Die Siure A wurde fermentativ bis fast zum Verschwinden der 
Viskositét und bis zu einer wesentlichen Minderung des Turbiditats- 
wertes abgebaut: Saure ,,C,‘‘. Durch entsprechendes Verdiinnen von A 
wurde eine Saure gleichen Triibungsgrades erhalten: Saure ,,B,". 
(Die Viskositaét dieser Séure war noch merklich héher.) 

Bei der weiteren Fermenteinwirkung verhalten sich diese beiden 
Sauren nun auch turbidimetrisch verschieden (Abb. 2). 
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DaB der jeweils leichtere Abbau der B-Sauren nicht durch Verdiinnung eines 
etwa in A vorhandenen Inhibitors verursacht ist, wurde sichergestellt: Viskositats- 
und Triibungstest waren im verwandten Konzentrationsbereich praktisch substrat- 
unabhangig. 

Aus vorstehenden Versuchen ergibt sich: 

1. daB viskosimetrische Messungen den turbidimetrischen in keiner 
Weise parallel gehen; 

2. daB weder aus viskosimetrischen noch aus turbidimetrischen 
Daten Riickschliisse auf die Konzentration einer definierten ,,Hyaluron- 
sure‘ gezogen werden kénnen. 

Es werden namlich nur Durchschnittswerte von Gemischen polymer- 
homologer Ketten ermittelt. Die prozentuale Zusammensetzung an 








Einheiten Hyaluronidase 


Abb. 2. Turbidimetrisch gemessener Abbau verschiedener Hyaluronsauren gleichen 
Triibungswertes durch Testes-Hyaluronidase (30’, 30°). 
o—o B, = B, = Verdiinnte A-Siure. x—x C, = Partiell, nur viskosimetrisch 
feststellbar abgebaute A-Saure (verdiinnt). oo C, = Partiell, auch turbidime- 
trisch feststellbar abgebaute A-Saure. 


den verschieden langen Polymeren kann bei gleichen MeBergebnissen 
verschieden sein. Solche nicht polymeranalogen Saéuren werden dann 
unter sonst gleichen Bedingungen fermentativ unterschiedlich ab- 
vebaut. Eine definierte ,,Hyaluronsiure“ gibt es eben nicht®. Danach 
diirfen 

3. Kopplungen der beiden MeBmethoden, etwa Quotienten- 
bildungen als Zeichen des Polymerisationsgrades* nur mit gréBtem 
Vorbehalt vorgenommen und etwa zu klinischen Befunden heran- 
gezogen werden; 

4. auch SchluBfolgerungen aus turbidimetrischen Hyaluronsaure- 
bestimmungen in z. B. Gewebsextrakten® nur beschrinkt gezogen 
werden. 


4 Ch. Ragan u. K. Meyer, J. clin. Invest. 28, 56—59 [1949]. 
®° H. Langecker, Klin. Wschr., 30, 222—223 [1952]. 
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Zur weiteren Charakterisierung kénnte man die ,,Angreifbarkeit“ durch 
Hyaluronidase bestimmen: je weiter unter konstanten Bedingungen abgebaut 
wird bzw. je weniger Ferment zur Erzielung eines bestimmten Abbaus bendtigt 
wird, desto héher ist der Polymerisationsgrad. Aber gerade in die physiologisch 
so wichtigen hochpolymeren Bereiche kommt man auch so nicht, da die hier vor- 
liegenden Differenzen nur viskosimetrisch erfaSbar sind. Die hierfiir wieder nétigen 
héheren Konzentrationen erreicht man mit normalen Geweben meist nicht. 


5. Reaktionskinetische Untersuchungen diirfen sich schlieBlich nur 
auf soleche Daten stiitzen, die eine direkte Beziehung zum ,,Substrat* 
der Hyaluronidase, nimlich den Hexosaminidbindungen besitzen. Dies 
wire etwa die Zunahme reduzierender Gruppen; doch auch hier darf 
man nicht ohne weiteres voraussetzen, dai das Reduktionsaquivalent 
der Aldehydgruppe unabhingig von der Kettenlange ist! 

Die Konstanz des Verhaltnisses der nach verschiedenen Methoden bestimmten 
Acetylglucosamin- und ,,Glucose‘‘-Aquivalente in Hyaluronsiurespaltprodukten 
verschiedenster Kettenlinge® scheint allerdings auf eine solche Unabhangigkeit 
hinzudeuten. 


Trotz allem bleibt aber bestehen?, dafi man es nie mit der Reaktion 
einer Hyaluronséure, sondern stets mit nebeneinanderlaufenden 
,,polymerhomologen** Reaktionen der verschieden langen Ketten zu 
tun hat. : 


Angemerkt sei,“daB8 der Wert der viskosimetrischen oder turbidimetrischen 
Testmethoden zur Bestimmung der Hyaluronidase natiirlich nicht geschmalert 
wird: hier handelt es sich ja immer um Messungen relativ zu einem Standard- 
fermentpraparat. 

Die Versuche wurden von Fraulein M. Kobsch und Herrn G. Kloss aus- 
gefiihrt. 

Zusammenfassung 

Weder viskosimetrische noch auch turbidimetrische Messungen 
ermoglichen eine eindeutige Konzentrationsbestimmung oder Defi- 
nierung einer Hyaluronséurelésung. Die gefundenen Werte stellen stets 
Mittelbildungen iiber beziiglich ihrer Verteilung undefinierte Gemische 
polymerhomologer Makromolekiile dar. Da kiirzere Ketten offenbar 
langsamer abgebaut werden als lingere, kénnen Abbauversuche mit 
Hyaluronidase einen gewissen Eindruck iiber den Polymerisationsgrad 
vermitteln. Reaktionskinetische Betrachtungen miissen der Inhomo- 
genitét des Substrats Rechnung tragen. 


6 M.M. Rapport, K. Meyer u. A. Linker, J. Amer. chem, Soc. 78, 2416 
bis 2420 [1951]. 
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Uber den Unterschied zwischen den Diazoreaktionen 
des direkten und indirekten Bilirubins 
Von 
Peter Gedigk und Giinter Gries 
Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Marburg/Lahn 
(Direktor Prof. Dr. H. E. Bock) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Februar 1952) 


Die Ursache fiir den Unterschied zwischen der direkten und in- 
ditekten Diazoreaktion des Bilirubins ist trotz der eingehenden Be- 
arbeitung dieses Themas noch immer umstritten. Die vielen, sehr von- 
einander abweichenden Meinungen lassen sich in zwei grundsatzlich 
verschiedenen Hypothesen zusammenfassen. 1. Bei der direkten und 
indirekten Reaktion liegt das gleiche Bilirubinmolekiil vor. Die ver- 
schiedene Reaktionsweise wird durch andere Stoffe bedingt, die auf 
die Reaktionsfahigkeit des Bilirubins einwirken. 2. Der Unterschied 
beruht auf einer chemischen Verschiedenheit der beiden Bilirubin- 


formen. 

Die meisten Autoren gehen von der Identitat der beiden Bilirubinformen aus. 
Diese Annahme wurde besonders durch die Experimente von Heilmeyer!? nahe- 
gelegt, der bei spektrophotometrischen Untersuchungen keine Unterschiede zwischen 
dem direkten und indirekten Bilirubin gefunden hatte. Auf Grund der von Benn- 
hold? festgestellten Bindung des direkten und indirekten Bilirubins an die Serum- 
albumine wurde dann vermutet, da die Unterschiede in der Reaktionsweise des 
Bilirubins auf einer verschiedenartigen Kiwei8bindung beruhen?>°, 

Vielfach wurde auch den Gallenséuren eine besondere Bedeutung fiir die 
Reaktionsfaihigkeit des Bilirubins zugesprochen. Vor allem Baumgiartel und Mit- 
arbeiter* haben die Ansicht vertreten, daB die beim hepatischen [kterus im Blut 
vermehrt auftretenden Gallensdiuren das indirekte Bilirubin in direktes umwandeln. 

Andere Autoren® sind schlieBlich der Auffassung, daB die Reaktionsfahigkeit 
des Bilirubins von dem ,,kolloidalen Milieu‘*, d. h. von der Gesamtheit der im 
Serum vorliegenden Proteine und niedrigmolekularen Stoffe abhangig sei. So weist 
Kiihn besonders auf die kupplungsférdernde EKigenschaft der Gallensiuren hin 
und halt andererseits einen hemmenden EinfluB der SerumeiweiBkorper fiir méglich. 

Im Gegensatz zu diesen Auffassungen vermuteten bereits Griffiths und 
Kaye sowie Fowweather®, da der direkten und indirekten Diazoreaktion zwei 


1 L.Heilmeyer, Biochem. Z. 228, 352 [1930]; Z. ges. exp. Med. 80, 603 
[1932]. 
2-H. Bennhold, E. Kylin u. St. Ruszniak, Die EiweiBkorper des Blut- 
plasmas, Dresden u. Leipzig 1938. 

3 K. Dirr u. N. Sereslis, Z. ges. exp. Med. 104, 337 [1938]. 

4 Tr. Baumgartel, Physiologie und Pathologie des Bilirubinstoffwechsels 
als Grundlagen der Ikterusforschung, Stuttgart 1950; dort weitere Literatur- 
angaben. 

5 KE. Adler u. L. StrauB, Z. ges. exp. Med. 44, 1 [1925]; W. H. J. Bungen- 
berg de Jong, Acad. Proefschrift 1937, Amsterdam; H. Deenstra, Acta Med. 
Scand. 182, 109 [1948]; H. A. Kiihn, Z. ges. exp. Med. 115, 371 [1950]; A. H. 
Kilchling u. H. A. Kiihn, Z. ges. exp. Med. 117, 481 [1951]; C. H. Gray u. 
J.Whidborne, Biochem. J. 41, 155 [1947]; G. Klatskin u. V. A. Drill, J. 
Clin. Invest. 29, 660 [1950]. 

6 W. J. Griffiths u. G. Kaye, Brit. J. exp. Pathol. 11, 441 [1930]; Bio- 
chem. J. 24, 1400 [1930]; Fowweather, Biochem. J. 26, 165 [1932]. 
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verschiedene Bilirubinarten zu Grunde liegen. Die Autoren begriindeten diese 
Auffassung mit den physikalisch-chemischen Unterschieden zwischen den beiden 
Bilirubinformen. Sie stellten fest, daB die Kupplungsreaktion des direkten und 
indirekten Bilirubins mit diazotierter Sulfanilsiure in verschiedener Weise von 
dem py des Reaktionsgemisches abhangig ist. Obwohl spaiter auch Davis und 
Sheard? Unterschiede in den UV-Absorptionsspektren des direkten und indirekten 
Serumbilirubins beschrieben hatten, ist die Hypothese der strukturellen Ver- 
schiedenheit des Bilirubins anscheinend nicht weiter verfolgt worden. 

In fritheren Mitteilungen® konnte gezeigt werden, daB das zu Seren 
von gesunden Personen und Hepatitiskranken hinzugesetzte reine 
Bilirubin (,,Homburg“) stets nur indirekt reagiert. Diese Feststellung 
lieB sich nicht mit der Annahme vereinbaren, da die Reaktionsweise 
des Bilirubins durch das ,,Milieu‘‘ des Serums gegeben ist, und wurde 
als Hinweis auf einen strukturellen Unterschied zwischen dem direkten 
und indirekten Bilirubin gewertet. 

In neueren Untersuchungen®!° wurde festgestellt,-daB der Gallen- 
farbstoff auBer mit dem Albumin auch mit dem «,- bzw. $-Globulin 
eine Bindung eingehen kann. Die Trennung der Proteinfraktionen des 
Serums in der Elektrophoreseapparatur nach Tiselius ergab schlieB- 
lich, daB beide Reaktionsformen des Bilirubins sowohl von den Serum- 
albuminen als auch von den Globulinen gebunden werden?®. Durch 
diese Beobachtungen wurde der Schwerpunkt des Problems wieder 
auf das eigentliche Substrat der Diazoreaktion, das Bilirubinmolekiil, 
verlagert. 

Zur Klarung der Widerspriiche zwischen den verschiedenen Auf- 
fassungen haben wir in den vorliegenden Untersuchungen die py-Ab- 
haingigkeit der Kupplungsreaktion des Bilirubins gepriift. Die Ver- 
suche galten zunachst der Frage, ob sich aus den Beziehungen zwischen 
py-Wert und Kupplungsfahigkeit der beiden Bilirubinformen Schliisse 
auf die Ursache fiir das verschiedenartige Verhalten des Tetrapyrrol- 
farbstoffes herleiten lassen. Wir haben ferner besonders den Einflu} 
der EiweiBbindung auf die Reaktionsweise des Pigmentes verfolgt. 

Zunichst haben wir Versuche mit Seren durchgefiihrt, die reich- 
lich indirektes Bilirubin enthielten. Zu diesem Zweck haben wir reines 
Bilirubin in Normalseren gelést®. Versetzt man diese kiinstlich ikterisch 
gemachten Seren bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration mit 
dem Diazoniumsalz und tragt man die nach | Stde. ermittelte Azobili- 
rubinmenge auf der Ordinate eines Koordinatensystems ein, auf dessen 
Abszisse die py-Werte stehen, so erhalt man die in Abb. 1 wieder- 
gegebene Kurve I. Diese py-Kupplungskurve zeigt die’ starke Ab- 
haingigkeit der Reaktionsfihigkeit des indirekten, eiweiBgebundenen 
Bilirubins vom py. Im sauren Bereich wird nur sehr wenig Azofarbstoff 

7 G.E. Davis u. C. Sheard, J. Lab. clin. Med. 28, 22 [1937]. 

® U. Westphal u. P. Gedigk, diese Z. 283, 161 [1948]; 284, 274 [1949]. 

® N.H. Martin, J. Amer. chem. Soc. 71, 1230 [1949]. 

10 U. Westphal, H. Ott u. P. Gedigk, diese Z. 285, 200 [1950]. 
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gebildet. Von py 4,5 an nimmt die Intensitiét der Kupplungsreaktion 
stark zu, um bei py 6 ein Maximum zu erreichen. 

Vergleicht man nun die Kurve des indirekten Serumbilirubins mit 
der bereits friiher festgestellten® py-Abhangigkeit der Diazoreaktion 
des kristallisierten, eiweiBfreien Bilirubins (Abb. 1, II), so fallt die weit- 
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Abb. 1. py-Kupplungskurven des direkten und indirekten Bilirubins. 


I. Indirektes Bilirubin im Normalserum, 16,8 mg%. 

II. Indirektes Bilirubin in eiweiBfreier, waBriger Loésung, 9,5 mg%,. 
II. Direktes Bilirubin aus eiweiBfreier Galle in ein Normalserum iiberfiihrt 8,1 mg. 
IV. Direktes Bilirubin in eiweiBfreier, waBriger Losung (aus Blasengalle gewonne- 

nes Dialysat), 7,7 mg%. 

V. Direktes Bilirubin im Hepatitisserum, 13,7 mg%. 
Die Zahlenangabe bei jeder Kurve gibt die gréBte, zwischen py 5,8 und 6,1 ge- 
kuppelte Bilirubinmenge wieder. Dieser Wert ist jeweils als 100% gesetzt. 


gehende Ubereinstimmung der beiden Kurven auf. Die EiweiSbindung 
iibt offenbar auf die Reaktion des indirekten Bilirubins mit dem Dia- 
zoniumsalz keinen entscheidenden Einflu8 aus. 

In entsprechenden Versuchen haben wir das direkte Serumbilirubin 
von Hepatitiskranken* bei verschiedenem py mit diazotierter Sulfanil- 
siiure behandelt. Dabei zeigte es sich, daB die Menge des gebildeten 
Azofarbstoffes in dem interessierenden py-Bereich von der Wasser- 


* Die meisten Versuche wurden mit Hepatitisseren durchgefiihrt. In einigen 
Fallen haben wir auch das Serum von Patienten mit einem VerschluBikterus 


verwandt. 
18* 
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stoffionenkonzentration praktisch unabhangig ist. Die py-Kupplungs- 
kurve (Abb. 1, V) lauft zwischen py 3 und 6 nahezu horizontal und 
unterscheidet sich somit in sehr charakteristischer Weise von der des 
indirekten Bilirubins. 

Es sei darauf hingewiesen, da8 das direkte Bilirubin auch bei py 1—2 
noch eine sehr starke Reaktion mit der diazotierten Sulfanilsaure zeigt. 
Die kolorimetrische Messung der Kupplungsfiahigkeit haben wir bei 
dieser hohen Wasserstoffionenkonzentration jedoch vorerst nicht vor- 
genommen, da der Farbton des Azobilirubins im stark sauren Gebiet 
von Rot nach Blau umschligt und das Reaktionsgemisch in diesem 
py-Bereich oft erhebliche Triibungen aufweist. 

Fiir die Untersuchung des eiweiBfreien direkten Bilirubins haben 
wir zunichst das Gallenbilirubin verwendet, dessen direkte Reaktions- 
fahigkeit seit langem bekannt und vor allem durch die Untersuchungen 
von Baumgartel* hervorgehoben worden ist. Es liegt auf der Hand, 
daB die direkte Kupplungsfahigkeit des Gallenbilirubins nicht mit, 
einer Eiwei8bindung im Zusammenhang stehen kann. Der Bilirubin- 
gehalt der Galle ibertrifft bei weitem die Bindefihigkeit der vor- 
handenen Mucoproteide, so daB das Gallenbilirubin fast ausschlieBlich 
in eiweiBfreier Form vorliegen muB. Die Richtigkeit dieser Annahme 
lieB sich durch Dialyseversuche leicht beweisen. Das direkte Gallen- 
bilirubin trat im Gegensatz zu dem eiweifigebundenen direkten und 
indirekten Serumbilirubin ohne weiteres durch eine semipermeable 
Membran hindurch. 

Fiir weitere Untersuchungen wurde nur ausdialysiertes Gallen- 
bilirubin verwendet, weil jeder EinfluB hochmolekularer Stoffe auf die 
Diazoreaktion ausgeschaltet werden sollte. Die py-Abhangigkeit der 
Diazoreaktion des eiweiffreien Gallenbilirubins zeigt Abb. 1. Die 
Kurve IV lauft zwischen py 3 und 6 annahernd horizontal und gleicht 
dem beim direkten Bilirubin des Hepatitisserums erhobenen Befund 
(Kurve V). 

Der EinfluB der EiweiSbindung auf das direkt reagierende Bili- 
rubin wurde ferner durch Zusatz dieses Gallenbilirubins zu einem 
Normalserum untersucht. Wir sind dabei so vorgegangen, daB wir 
Blasengalle in einen Dialysierschlauch gebracht und als AuBenfliissig- 
keit des Zweikammersystems ein Normalserum' genommen haben. 
Dabei tritt der Gallenfarbstoff schnell in das Serum iiber, waihrend die 
EiweiBstoffe der Galle zuriickgehalten werden. Das mit Bilirubin an- 
gereicherte Serum wird dann seinerseits in eine semipermeable Membran 
gebracht und solange gegen physiologische Kochsalzlésung dialysiert, 
bis das tiberschiissige, nicht von den Eiweiik6orpern gebundene Bili- 
rubin und der groBte Teil der aus der Galle stammenden Elektrolyte 
wieder aus dem Serum entfernt sind. Dieses kiinstlich ikterisch ge- 
machte Serum wurde wiederum bei verschiedenen py mit dem Diazo- 
gemisch versetzt. Die py-Kupplungskurve des nunmehr an normale 
Serumproteine gebundenen direkten Gallenbilirubins zeigt Kurve III 
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der Abb. 1. Sie stimmt praktisch mit der Kurve des eiweiBfreien Gallen- 
bilirubins iiberein (IV). 

Um den EinfluB der in einem Hepatitisserum vorliegenden Proteine 
auf die Reaktionsfaihigkeit des Bilirubins zu priifen, haben wir den 
Gallenfarbstoff von den EiweiBkérpern des pathologischen Serums 
abgetrennt und das eiweiBfreie Pigment dann in ein Normalserum 
iiberfiihrt. Die Trennung der Eiweiffarbstoffbindung wurde durch 
Alkoholfallung der Proteine erreicht. Ein groBer Teil des Bilirubins 
veht dabei in das alkoholische Filtrat tiber. Nach dem Abdampfen des 
Athanols und des Wassers im Vakuum lat sich der Tetrapyrrolfarb- 
stoff aus dem Trockenriickstand des Filtrates ohne weiteres wieder in 
dem Serum einer gesunden Person auflésen. Tab. 1 stellt die py-Ab- 
hingigkeit. der Kupplungsfahigkeit des nunmehr von_,,normalen™ 
Serumproteinen gebundenen direkten Bilirubins des Hepatitisserums dar. 
Es zeigt sich, daB das Pigment trotz der Abhangung von den Proteinen 
des ikterischen Serums und der anschlieBenden Bindung an die Eiwei 
kérper des Normalserums seine fiir die direkte Reaktionsweise kenn- 
zeichnenden Eigenschaften behalt. 

Tab. 1. py-Abhangigkeit der Kupplungsfahigkeit des direkten Serumbilirubins 

I. im nativen Hepatitisserum (Bilirubinspiegel 8,7 mg®%), 

II. nach Abtrennung von den Eiwei®kérpern des ikterischen Serums durch 

Alkoholfallung und erneuter Bindung an die Proteine eines Normalserums 
(Bilirubinspiegel 7,2 mg®%). 


pu | 312 | 4,49 | 4,80 | 5,06 | 5,33 | 5,66 | 6,02 | 6,21 | 6,53 
; 2 hod | 
| 103 | 104 | 101 | 103 | 100 | 100 | 100 | 99 























. | pu 3,78 | 4,39 | 4,97 | 5,06 | 5,33 | 5,87 | 6,10 


| % | 101 | 103 {| 102 | 102 | 101 | 100 | 100 
































Obere Zeile: py des endgiiltigen Reaktionsansatzes. 

Untere Zeile: gekuppeltes Bilirubin in °%. 

Als 100% wurde der zwischen pj, 5,9 und 6,1 ermittelte maximale Azobilirubin- 
wert gesetzt. 

Die py-Kupplungskurven des direkten Bilirubins im nativen 
Hepatitisserum und des in ein Normalserum iiberfiihrten direkten 
Bilirubins stimmen praktisch iiberein und gleichen denen des eiweib- 
freien und eiweiBgebundenen Gallenbilirubins. Die charakteristische 
Reaktionsfihigkeit des direkten Bilirubins wird also, ebenso wie die des 
indirekten, von der Bindung an Serumproteine nicht wesentlich be- 
einfluBt. 

Die Untersuchungen von Bungenberg de Jong, Kiihn sowie 
Kilchling und Kiihn® haben erwiesen, daB eine Reihe von Substanzen 
die Kupplungsreaktion des Bilirubins férdernd und hemmend beein- 
flussen. Die vorliegenden Versuche zeigen jedoch, daB weder die Serum- 
ciweiBk6rper noch das ,,kolloidale Milieu‘‘ der Lésung, d. h. die Gesamt- 
leit der im Serum vorliegenden Proteine und niedrigmolekularen Stoffe, 
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fiir die Reaktion des Gallenfarbstoffes entscheidend sein kénnen. 
Selbst eine so tief greifende Anderung des Ionenmilieus, wie die Uber- 
fiihrung des Gallenfarbstoffes von einer eiweiffreien Losung in ein 
Serum oder von einem ikterischen Serum in ein Normalserum, hat 
keine Anderung der Kupplungsfahigkeit der beiden Bilirubinformen 
zur Folge. 
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Abb, 2. Zusatz von indirektem Bilirubin zu einem Hepatitisserum. 
|. pa-Kupplungskurve des direkten Bilirubins im nativen Hepatitisserum. 
[1. py-Kupplungskurve des indirekten Bilirubins im Normalserum. 
LIl. py-Kupplungskurve im Hepatitisserum nach Zusatz des ciweiBfreien, wab- 
rigen indirekten Bilirubins. 
In dem Normalserum und in dem Hepatitisserum wurden 18 mg indirektes 


Bilirubin gelést. 

Das gleiche Ergebnis hatten weitere Versuche, bei denen beide 
Erscheinungsformen des Pigmentes in Seren von gesunden Personen 
und Hepatitiskranken sowie in eiweiBfreier Galle miteinander gemischt 
wurden. Wir haben dann in den beide Bilirubinformen enthaltenden 
Seren und Gallen in der tiblichen Weise die py-Kupplungskurven er- 
mittelt. Wenn das Ionenmilieu der Lésung fiir den Reaktionstyp 
wirklich verantwortlich ware, so miiBten direktes und indirektes Bili- 
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Abb. 3. Zusatz von direktem und indirektem Bilirubin zu einem Normalserum. 


I. »y-Kupplungskurve des direkten Bilirubins im Normalserum. 

Ll. py-Kupplungskurve des indirekten Bilirubins im Normalserum. 
111. py-Kupplungskurve im Normalserum nach Zusatz beider Bilirubinformen. 
Zu dem mit direktem Gallenbilirubin ikterisch gemachten Normalserum (Bilirubin- 
spiegel 8,5 mg°,) und zu dem nativen Normalserum wurden 10 mg®, indirektes 
Bilirubin zugesetzt. 
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Abb. 4. Zusatz von indirektem Bilirubin zu eiweiBfreier Galle. 

. py-Kupplungskurve des eiweiBfreien direkten Bilirubins (aus Blasengalle 
gewonnenes Dialysat). 

. Py-Kupplungskurve des eiweiBfreien indirekten Bilirubins. 
pu-Kupplungskurve im eiweiBfreien Gallendialysat nach Zusatz des indirekten 
Bilirubins*. Zu der ausdialysierten Galle (Bilirubingehalt 6 mg) wurden 
6 mg indirektes Bilirubin zugesetzt. 








rubin die gleiche Reaktionsweise zeigen, sobald sie in einer eiweibfreien 
Lésung oder in einem Serum zusammen gelést werden. Aus den in 
Abb. 2—4 wiedergegebenen Versuchen geht hervor, daB dies nicht 

* Da sich bei diesen Versuchen ein Bilirubinverlust durch Oxydation nicht 


vermeiden lieB, liegt die experimentell ermittelte Additionskurve um 10—15% 
unter der sich rechnerisch ergebenden Summe aus der direkten und indirekten 


Py-Kupplungskurve. 
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der Fall ist. Lost man indirektes Bilirubin in einem Hepatitisserum, 
das reichlich direktes Bilirubin enthalt, so andert sich seine Reaktions- 
fahigkeit nicht. Die bei jedem py ermittelte Azobilirubinmenge ent- 
spricht dann praktisch der Summe aus der Menge des urspriinglich 
vorhandenen direkten Bilirubins und dem bei dieser Wasserstoffionen- 
konzentration reaktionsfahigen Teil des zugesetzten indirekten Bili- 
rubins. Auch wenn man indirektes Bilirubin zu einer Galle zusetzt, 
oder wenn beide Bilirubinformen zusammen in einem Normalserum 
gelost werden, erhalt man eine Summation der beiden py-Kurven. Die 
typische Reaktionsweise der beiden Erscheinungsformen des Pigmentes 
bleibt also stets erhalten und kann daher weder durch das ,,Milieu‘ 
der Lésung noch durch einen katalytisch wirksamen Stoff bedingt sein. 

Da das Azobilirubin Indikatoreigenschaften besitzt und im stark 
sauren und alkalischen Milieu eine andere Farbe annimmt, ist die quanti- 
tative Auswertung dieser Versuche durch kolorimetrische Messungen 
in dem iiblichen Spektralbereich von 530 my an die Voraussetzung 
gebunden, daB die beiden Umschlagspunkte des Azofarbstoffes weit 
genug von dem interessierenden py-Bereich entfernt sind. Der Farbton 
einer Azobilirubinlésung darf sich zwischen p, 3 und 7 nicht wesent- 
lich aéndern. Zur Untersuchung dieser Frage haben wir in wabrigen 
Lésungen des gereinigten Azobilirubins bei verschiedenem py in den 
Spektralbereichen von 500 mu, 530 my und 570 my die Extinktionen 
bestimmt. Dabei hat es sich gezeigt, da die Extinktionen der Azo- 
bilirubinlésung innerhalb der Fehlerbreite der Methode zwischen py 3,0 
und 6,7 konstant bleiben. 


Diskussion 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen einen grundsatzlichen 
Unterschied zwischen den py-Kupplungskurven des direkten und in- 
direkten Bilirubins. Wahrend das indirekte Bilirubin nur im neutralen 
Milieu zum Azofarbstoff gekuppelt werden kann, reagiert das direkte 
Bilirubin auch im sauren Gebiet. Diese Befunde machen es wahrschein- 
lich, daB der direkten und indirekten Diazoreaktion zwei verschiedene 
Bilirubinarten zugrunde liegen. Nahegelegt wird diese Folgerung durch 
Beobachtungen iiber die py-Abhangigkeit der Kupplungsgeschwindig- 
keit von Phenolen und aromatischen Aminen™. In den genannten 
Arbeiten wird darauf hingewiesen, daB die Abhangigkeit der Kupplungs- 
reaktion von dem py in charakteristischer Weise durch die Struktur 
der aromatischen Stoffe bedingt wird. 

So konnte neuerdings Piitter an drei verschiedenen Naphthol- 
sulfonsduren zeigen, daB die py-Abhangigkeit der Kupplungsgeschwindig- 
keit durch die px-Werte der betreffenden Naphthole, d. h. die Stellung 


1 L. B. Conant u. W. D. Peterson, J. Amer. chem. Soc. 52, 1220 [1930}; 
R. Wistar u. P. D. Bartlett, J. Amer. chem. Soc. 63, 413 [1941]; H. H. Hodg- 
son, J. Soc. Dvers Col. 58, 228 [1942]; R. Piitter, Angew. Chem. 63, 188 [1951]. 
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der beiden Substituenten im Kern gegeben ist. Die bei verschiedenem 
Pu gemessene Kupplungsgeschwindigkeit war proportional der Disso- 
ziation der Naphtholsulfonsiuren zum Naphtholat. Auf Grund unserer 
Untersuchungen vermégen wir vorliufig nicht zu sagen, worin der 
strukturelle Unterschied zwischen den beiden Bilirubinformen besteht. 
Gegen eine strukturelle Verschiedenheit der beiden Bilirubin- 
typen scheinen jedoch die Untersuchungen von Heilme yer! zu sprechen, 
der bei spektrophotometrischen Messungen zwischen dem aus direktem 
und indirektem Bilirubin gebildeten Azofarbstoff keine Unterschiede 
gefunden hat. Aus der Identitaét des bei der direkten und indirekten 
Reaktion gebildeten Azofarbstoffes laBt sich aber noch nicht mit Sicher- 
heit auf die strukturelle Ubereinstimmung der beiden Reaktionsformen 
des Bilirubins schlieBen. Es ist durchaus denkbar, da} der auf einer 
geringfiigigen Strukturaénderung beruhende Unterschied zwischen den 
beiden Bilirubinarten durch die Spaltungs- und Kupplungsreaktion 
beseitigt wird und bei dem Azofarbstoff nicht mehr in Erscheinung 
tritt. Die Ermittlung und Definition eines charakteristischen Unter- 
schiedes in der Reaktionsweise der beiden Bilirubinformen méchten 
wir daher als beweiskraftiger ansehen, als den Nachweis einer spektro- 
photometrischen Ubereinstimmung der Kupplungsprodukte. 


Beschreibung der Versuche 


1. Methodik der Bilirubinbestimmung: Die Bestimmungen wurden nach 
Jendrassik, Cleghorn und Gréf mit dem Pulfrich-Photometer durchgefiihrt”. 
Zu der kolorimetrischen Vergleichsl6sung wurde dem Ansatz des Reaktions- 
gemisches, entspr. 0,5 ml Diazoreagens 1 zugesetzt. Dadurch wurde erreicht, 
daB die Reaktions- und Vergleichslisung das gleiche py hatten. Die gelegentlich 
in den Seren zwischen py 4,2 und 5 auftretenden geringfiigigen Triibungen lieBen 
sich auf diese Weise bei der kolorimetrischen Messung kompensieren® *, Die Ab- 
lesungen wurden | Stde. nach dem Zusatz des Diazogemisches zu den Bilirubin- 
lésungen vorgenommen, da wir den Befunden von Kiihn® entsprechend fest- 
vestellt hatten, da zu diesem Zeitpunkt etwa 90°, des reaktionsfahigen Bili- 
rubins zum Azofarbstoff umgewandelt ist. : 

2. Zusatz von Gallenbilirubin zu Seren: 20—40 ml filtrierte Blasen- 
galle wurde in einem Cellophanschlauch bei 1°—4° C in H,-Atmosphare gegen die 
gleiche Menge physiologischer Kochsalzlésung dialysiert. Das Dialysat wurde, 
wie unter Abs. 5 beschrieben, fiir die py-Kupplungskurve des eiweiBfreien Gallen- 
bilirubins benutzt. Die Blasengalle wurde dann erneut in einem Cellophanschlauch 
in H,-Atmosphare gegen 40 ml Normalserum zur Dialyse angesetzt. Die Dialyse- 
dauer betrug 12—24 Stdn.; die Temperatur lag zwischen 1° und 4° C. AnschlieBend 
wurde dieses kiinstlich ikterisch gemachte Serum 12 Stdn. gegen flieBende physio- 
logische Kochsalzlésung bei Zimmertemperatur dialysiert. Nach dieser Zeit trat 
kein Bilirubin mehr in die AuBenfliissigkeit iiber. Bei den noch gelegentlich aus 
dem Serum austretenden Farbstoffen handelte es sich nicht mehr um Bilirubin. 


* Bei den Bilirubinbestimmungen in eiweiBfreier Galle traten im sauren 
Milieu in einem Drittel der Falle so starke Triibungen auf, daB eine Kolorimetrie 
der Ansatze nicht méglich war. Diese Versuche muBten verworfen werden. Die 
Fahigkeit des Gallenbilirubins, im sauren Gebiet mit diazotierter Sulfanilsaiure 
zu reagieren, trat auch in diesen Versuchen deutlich in Erscheinung. 

2 LL, Jendrassik u. L.Cleghorn, Biochem. Z. 289, 1 [1936]; 289, 438 
[1937]; L. Jendrassik u. P. Gréf, Biochem, Z. 297, 81 [1938]. 
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3. Zusatz von Bilirubin (,,Homburg‘) zuSeren: Zu4 Tin. der normalen 
und pathologischen Seren wurde 1 TI. einer Lésung von Bilirubin in 0,05-n. Natron- 
lauge zugesetzt. In der gleichen Weise wurde der Farbstoff auch zu den mit Gallen- 
bilirubin ikterisch gemachten Normalseren gegeben. Um bei allen Versuchen mit 
der gleichen Serumverdiinnung zu arbeiten, haben wir auch diejenigen Nativseren, 
zu denen kein Bilirubin hinzugesetzt wurde, mit 0,05-n.Natronlauge im Ver- 
haltnis 4:5 verdiinnt. 

4. py-Kupplungskurve im Serum: 0,5 ml Serum wurde mit 1,75 ml 
0,15-n. Kochsalz oder mit 1,75 ml einer Mischung von 0,15-n. Kochsalz und 0,15-n. Na- 
triumacetat verdiinnt und dann mit 0,25 ml Diazogemisch versetzt. Die Acetat- 
menge wurde so variiert, daB das py der endgiiltigen Reaktionsansaitze zwischen 
3,5 und 6,1 lag. Zur Herstellung niedrigerer py-Werte wurden zu 0,5 ml Serum 
1,5 oder 1,6 ml 0,15-n. Kochsalz hinzugegeben und das Volumen dann mit 0,1-n. 
Salzsaure auf 2,25 ml erginzt. Fiir héhere py-Werte dienten 1,75 ml 0,92-n. 
Natriumacetat oder eine Mischung von 1,6 ml 0,92-n. Natriumacetat und 0,15 ml 
0,1-n. Natronlauge als Verdiinnungsmittel. Das py, des endgiiltigen Reaktions- 
ansatzes wurde jedesmal mit der Glaselektrode gemessen. 

5. py-Kupplungskurve des eiweiBfreien Gallenbilirubins: 1 ml 
ausdialysierte Galle wurde mit 3,5 ml 0,15-n. Acetatpuffer und 0,5 ml Diazo- 
gemisch versetzt. Die Pufferzusammensetzung wurde so variiert, daB das py 
des endgiiltigen Reaktionsansatzes zwischen 3,8 und 5,0 lag. Die niedrigeren 
Py-Werte wurden durch Erhéhung der Salzsaiurekonzentration im Diazogemisch 
erreicht. Fiir héhere py-Werte wurde der Puffer durch 3,5 ml 0,15—0,92-n. 
Natriumacetat oder durch eine Mischung von 3,0 ml 0,92-n.Natriumacetat und 
0,5 ml 0,1-n. Natronlauge ersetzt. 

6. Uberfiihrung des direkten Bilirubins von einem Hepatitis- 
serum in ein Normalserum: 20m] Hepatitis-Serum wurden 12 Stdn. in 
einem Cellophanschlauch gegen flieBende physiologische Kochsalzlésung bei 
Zimmertemperatur dialysiert. Durch diese MaBnahme wurde ein Teil der niedrig- 
molekularen Stoffe aus dem pathologischen Serum entfernt. AnschlieBend wurde 
zu dem Serum das doppelte Volumen 96-proz. Athanols tropfenweise hinzu- 
gefiigt. Das eiweiBfreie Filtrat wurde bei 50°C und 10 mm Hg eingedampft. Der 
Trockenriickstand wurde anschlieBend in 15—20 ml Normalserum gelést. Die 
evtl. im Normalserum auftretenden Triibungen wurden durch Zentrifugieren 
und Filtrieren entfernt. 

7. EinfluB des py auf die Extinktion einer Azobilirubinlésung: 
20 mg Bilirubin (,,Homburg‘*) wurden in 20 ml 0,l-n.Natronlauge gelést, mit 
0,92-n. Natriumacetat auf 100 ml aufgefiillt und dann mit 50 ml Diazogemisch 
versetzt. Diese Azobilirubinlésung wurde dreimal mit je 30 ml n-Butanol aus- 
geschiittelt. Die Butanollésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet. und im 
Vakuum auf die Halfte des Volumens eingeengt. Die Butanollésung wurde dann 
zweimal mit 20 ml Wasser ausgeschiittelt, wieder mit Natriumsulfat getrocknet 
und schlieBlich bei 50°C und 10 mm Hg eingedampft. Das trockene Azobilirubin 
wurde in 50 ml Wasser gelést. Je 1,0 ml der waBrigen Azobilirubinl6sung wurde 
mit 10 ml verschiedener Pufferlésungen verdiinnt, so da das py der Mischungen 
zwischen 3 und 7 lag. Die Ermittlung der Extinktionen erfolgte im Pulfrich- 
Photometer bei 500, 530 und 570 mu. 


Wir danken Herrn Dr. E. Kohlstaedt, Chemiewerk ,,Homburg“ A.-G., 
Frankfurt a. M., fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


1. Die Kupplungsreaktion des direkten und indirekten Bilirubins 
ist in verschiedener Weise von dem py des Reaktionsgemisches ab- 
haingig. Wahrend beide Bilirubinformen im neutralen Gebiet ohne 
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weiteres mit dem Diazoniumsalz reagieren, laBt sich im sauren Milieu 
nur das direkte Bilirubin zum Azofarbstoff kuppeln. 

Beide Bilirubinformen besitzen dementsprechend ihre charakte- 
ristischen py-Kupplungskurven: Die Kupplungskurve des indirekten 
Bilirubins zeigt zwischen py 4,5 und 6 einen steilen Anstieg, um etwa 
bei py 6 ein Maximum zu erreichen. Die Kurve des direkten Bilirubins 
lauft zwischen py 3 und 7 nahezu horizontal. 

2. Die verschiedenartige Kupplungsfahigkeit des Gallenfarbstoffes 
wird nicht durch die Einwirkung anderer Stoffe auf das Bilirubin- 
molekiil bedingt. Die py-Kupplungskurven der beiden Bilirubinformen 
sind vom Ionenmilieu des Serums und der Galle nahezu unabhangig 
und bleiben auch im EiweiBverband erhalten. Ein entscheidender 
KinfluB der bisher angeschuldigten Milieufaktoren lat sich nicht fest- 
stellen. 

3. Diese Befunde legen den SchluB8 nahe, da8 der Unterschied 
zwischen der direkten und indirekten Diazoreaktion strukturell be- 
dingt ist. 


Mitteilungen zur Chemie des Indols 


I. Uber «,«’-Diindolyl-methane und -methene 
Von 
Henning von Dobeneck* und Guido Mareseh 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1952) 


Wenn auch die Chemie des Indols gerade in letzter Zeit eine be- 
sonders grindliche Bearbeitung gefunden hat, so sind doch manche 
biochemisch interessierende Indolderivate noch nicht erschopfend 
erforscht. Auch die Substitutionsregeln des Indols sind bisher nur 
verhaltnismaBig fliichtig beachtet worden!, so dais es uns reizvoll 
erschien, die Darstellung neuer Indolderivate mit einer Ordnung bereits 
vorliegender Erfahrungen zu verbinden. 

In den ersten beiden Mitteilungen wollen wir die Einwirkung von 
Aldehyden auf Indolderivate behandeln, zu deren Bearbeitung uns 
cine Anzahl von Fragen veranlaBte: Die von Wood ward? angenommene 
innere Mannich-Reaktion, die eine Stufe zum Aufbau der Strychnosalka- 
loide darstellen soll, ist noch durch keine Modellreaktion belegt. Die 
Reaktion zwischen Tryptophan und Aldehyden, die vielleicht zu den 
sich vom Tryptophan ableitenden Alkaloiden fiihrt und die in diesem 


* Miinchen 23, Karl-Theodor-Str. 36. 

1 Terentew u. Janowskaja (Moskau), Fortschritte der Chemie Bd. XLX, 
Heft 2, S. 215 [1950]. 

2 R. B. Woodward, Nature [London] 162, 155 [1948]. 
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Zusammenhang interessierende Reaktion nach Hopkins-Cole, welche 
unseres Erachtens nicht hinreichend erklirt ist, das noch ungeldste 
Urorosein-Problem und schlieBlich zwei uns von Herrn Dozenten 
Dr. J. Brugsch in kleinen Proben zur Verfiigung gestellte neue Farb- 
stoffe aus Porphyrikerharn,; deren Indolnatur wir vermuten, waren 
Anlaf zu der hier begonnenen Reihe. 

Die Reaktion zwischen f-substituierten «-freien Indolderivaten 
ist seit den Arbeiten von Adamkiewicz, Hopins-Cole, Rhode, 
Ehrlich, Voisenet und Rosenheim das Thema zahlreicher Unter- 
suchungen, die sich in erster Linie mit der Tryptophanbestimmung 
mittels verschiedener Aldehyde befassen. Sie behandeln fast aus- 
schlieBlich die Ermittlung optimaler Bedingungen fiir den Farbtest 
ohne den Mechanismus der Reaktion weiter zu ergriinden®. Die Be- 
stimmungen verlaufen durchwegs in zwei Stufen, und zwar einer Konden- 
sations- und einer Oxydationsstufe, wobei 6fters durch Verwendung 
oxydationsmittelhaltiger Saure beide Stufen ohne Unterbrechung 
durchlaufen werden. 

Als erster hat Wenzing‘ ein f-substituiertes a-freies Indolderivat, 
das Skatol, mit emem Aldehyd kondensiert und, obwohl Wenzing 
bemerkt, die Kondensation habe ,,an einem Kohlenstoff des Benzol- 
oder des Pyrrolringes angegriffen“*, formulieren Freund und Lebach® 
das erhaltene Produkt wie folgt: 


Diese Formel ist aus dem Bestreben entstanden, die Verbindung, 
analog anderen in der E. Fischerschen Schule isolierten Diindolyl- 
methanderivaten, als durch £-Kondensation entstanden sich vor- 
zustellen. Eine Oxydation der gebildeten Verbindungen wurde nicht 
unternommen. Sie hatte gezeigt, daB die Annahme einer «-Konden- 
sation wahrscheinlicher ist. 

Wie wir nach Beendigung unserer Arbeiten erfuhren, haben neuerdings 
Etienne und Heymés ein neues Methan nach der Wenzingschen Methode ge- 
wonnen®, 

Als erster beschaftigte sich Fearon’ mit der Aufklarung des 
Tryptophan-Nachweises mittels Aldehyden und formuliert die ent- 
standenen Kondensationsprodukte wie folgt: 


3 Z.B. J. Spies u. D. Chambers, Analytic. Chem. 20, 30 [1948]. 
4 M. Wenzing, Liebigs Ann. Chem. 289, 239 [1887]. 

5 M. Freund u. G. Lebach, Ber. dtsch. chem. Ges. 38, 2640 [1905]. 

6° A. Etienne u. R. Heymés, Bull. Soc. chim. France, Mém. 1948, 841. 
7 W.R. Fearon, Biochem. J. 14, 548 [1920]. 
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Diese Annahme wurde in erster Linie gemacht, um auch die analogen 
Farbreaktionen von Carbazol- und Carbolinderivaten zu erklaren. Fiir 
das Tryptophan selbst postuliert Fearon bei iiberschiissig verwendetem 
Aldehyd die zusatzliche Ausbildung eines Carbolin-Systems: 

H, H 
a tl cc 
| | ‘COOH 
NH 
“Sa Nae 
VA 
H HR 


Die Formeln Fearons sind, wie es in der Arbeit von Harvey et al.® 
heiBt, auf ziemlich schwache Beweise gegriindet. Eine Nacharbeit 
unsererseits ergab, daB die mit Carbazol erhaltenen Farbstoffe in ihrer 
Bildungsweise und Farbténung mit den aus «-freien Indolen erhaltenen 
nicht vergleichbar sind. 

Wahrend friher Homer® angenommen hatte, das Stickstoffatom 
des Pyrrolringes werde durch den Aldehyd mit dem Aminostickstoff 
des Tryptophans durch eine Kohlenstoffkette verbunden, formuliert 
Neri! die Reaktion zwischen Tryptophan und p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd wie folgt: 

H, 
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CH-COOH ( 9 \COOH 
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NH . 
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~~. oe 
F N(CH5), N(CHs)2 
Die einzige Arbeit, in der die Ansicht vertreten wird, es kénnen 
sich «,a’-Diindolyl-methane und -methene gebildet haben, stammt von 
Chigi™. Diese Arbeit gibt eine gute Literaturiibersicht, es wird aber 
keine Reinisolierung der fraglichen Substanzen durchgefiihrt. Der 
Wert der Chigischen Arbeit liegt vor allem in der Beobachtung, daB 


8 D. Harvey et al., J. chem. Soc. [London] 154 [1941]. 
® A. Homer, Biochem. J. 7, 116 [1913]. 

10 A. Neri, Biochim. Terap. sperim. 19, 49 [1932]. 

i, Chigi, Gazz. chim. ital. 68, 411 [1933]. 
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je nach dem verwendeten Oxydationsmittel, Nitrit oder Wasserstoff- 
peroxyd, ein Produkt von anderen Loslichkeitseigenschaften entsteht. 
Hiermit ist zum mindesten ein Hinweis dafiir gewonnen, daB die Amino- 
gruppe des Tryptophans erst in der zweiten Stufe in Reaktion tritt. 

In einer neuen Arbeit von Harvey, Miller und Robson® wird 
das Argument Chigis nicht beachtet. Wie es scheint in Unkenntnis 
der Arbeit Neris, wird der analoge Vorschlag gemacht, die blaue Ver- 
bindung wie folgt zu formulieren: 


i \“ 7 \ 
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Diese Arbeit, deren Auffassung sich heute vielfach eingefihrt hat, 
stiitzt sich vor allem auf die Beobachtung, daB eine Anzahl von p- 
Carbolinderivaten mit Schwefelsaure, welche ein Oxydationsmittel 
enthalt, eine blaue Farbreaktion ergibt. 

Eine theoretische Entscheidung zwischen den geaiuBerten An- 
sichten war an-Hand des vorliegenden Materials schwer zu treffen. 
Nach Ansicht nahezu aller Bearbeiter des Indolgebiets reagieren die 
2- und 3-Stellungen bevorzugt, so da8 vorliufig von der Fearonschen 
Interpretation abgesehen werden kann. 

Die Entscheidung, ob die Aminogruppe des Tryptophans an der 
Kondensationsreaktion teilnimmt, war so einfach, daB es erstaunlich 
erscheint, daB sie bisher nicht getroffen worden ist. Nicht nur Trypto- 
phanderivate, sondern auch solche f-substituierten Indole, die keinen 
Stickstoff in der Seitenkette haben, geben die Farbreaktion mit Alde- 
hyden in derselben Weise und die erhaltenen Farblésungen unter- 
scheiden sich nicht prinzipiell. Abb. 1 gibt die Absorptionskurven 
der Farbstoffe aus Skatol, Indolessigester und Acetyltryptophanester 
in Chloroform wieder. Die Farbstoffe kénnen aus saurer Lésung mit 
Chloroform ausgeschiittelt werden. Wir haben hier Acetyltryptophan- 
ester gewahlt, fiir dessen Blaustufe Harvey ja auch die Carbolinstruk- 
tur annimmt, da die Blaustufe des Tryptophanesters selbst schwerer 
aus saurer Lésung in Chloroform zu bringen ist — ein weiterer Hinweis 
auf die unversehrt erhaltene Aminogruppe. 

Kine weitere vorbereitende Feststellung war die, da} eine maximale 
Farbintensitaét erreicht werden kann, bei einem Verhaltnis Indolderivat 
zu Aldehyd = 2:1. Diese Feststellung war nicht einfach zu treffen 
und wir verzichten darauf, ihr unbedingte Beweiskraft zuzumessen; 
denn die Variablen (Konzentration der Komponenten, Salzsaure- 
konzentrationen, Konzentration und Menge des Oxydationsmittels, 
Temperatur, Reaktionszeiten der Stufen 1 und 2) sind zu zahlreich 
und haben einen zu groBen EinfluB auf das Ergebnis. Sie sind auch der 
Grund fiir die vielen Arbeiten iiber den Tryptophan-Nachweis, da ihre 
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Kontrolle, vor allem bei biologischem Material, tatsichlich ein Problem 
darstellt, das nur empirisch zu behandeln ist. Unsere Reaktionsbedin- 
gungen waren — wie wohl die meisten in diesem Fall — einigermaBen 
willkiirlich gewahlt und wir verzichten auch deshalb auf ihre Wiedergabe. 
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Abb. 1. Lichtabsorption der Methen-hydrochloride aus Benzaldehyd und Skatol 
(x——x), Indolessigsiure-athylester (——-) und Acetyl-tryptophan-methylester 
(o——o} in Chloroform. 


Soll allein die «-Stellung der untersuchten Indolderivate in Reaktion 
treten, so war die folgende Uberlegung anzustellen: Allgemein ist im 
Indol infolge des freien Elektronenpaares des Stickstoffs und durch die 
gleichzeitige Kondensation mit dem Benzolring eine Aktivierung der 
f-Stellung gegeben, analog dem Naphthalin, bei dem wir eine Akti- 
vierung der (der f-Stellung des Indols vergleichbaren) «-Stellung 
finden. In stark saurem Medium miissen die Verhiltnisse hergestellt 
werden, wie sie im Pyrrol zu finden sind, das heiBt, es muB eine Akti- 
vierung der a-Stellung zu beobachten sein. 





276 Henning von Dobeneck und Guido Maresch, Bd. 289 (1952) 


Es war deshalb von vornherein geboten, zur Gewinnung von 
x,«'-Diindolyl-methanen eine hohe Siurekonzentration zu wiahlen, 
wie ja auch z. B. die Tryptophan-Nachweisreaktionen mit Aldehyden 
stark sauer durechgefiihrt werden. Es wurde eine Anzahl verschiedener 
aromatischer Aldehyde untersucht und dabei festgestellt, daB der 
Ehrlichsche Aldehyd am schnellsten zur Kondensation gebracht wird. 
Um jedoch bei der anschlieBenden Oxydation die Verhaltnisse so ein- 
fach wie méglich zu gestalten, wurde endgiiltig nur mit Benzaldehyd 
gearbeitet. Als Indolderivate wurden Skatol, Acetyltryptophan- 
methylester, Indolessigsiure-methylester und Tryptophan- 
methylester verwendet. 

Der Versuchsteil beschreibt die von uns isolierten «,«’-Diindolyl- 
methane und -methene. In einzelnen Fallen, z. B. fiir das Methan aus 
Tryptophanester selbst, gelang eine Reinisolierung nicht. In diesem 
Falle konnte jedoch das Pikrat kristallisiert werden, ein weiterer Hin- 
weis auf das Vorhandensein der Aminogruppe, denn die anderen 
Methane, einschlieBlich desjenigen aus Acetyltryptophan, geben kein 
Pikrat. 

Wir erachten mit den vorliegenden Ergebnissen die Carbolin- 
struktur der blauen Farbstoffe als hinreichend widerlegt. Es unterliegt 
jedoch keinem Zweifel, daB auch andere Kondensationsméglichkeiten, 
vielleicht im Sinne Fearons, bestehen, da, wie gesagt, Carbazol, 
Carbolinderivate und zahlreiche vom Tryptophan abgeleitete Alkaloide 
(z. B. Yohimbin?*) éhnliche Farbreaktionen, z. B. mit Ehrlich-Aldehyd, 
geben. Wir planen die Frage weiter vor allem in Hinblick auf die 
Tryptophanalkaloide zu untersuchen. 

Gegen die Fearonsche Auffassung spricht die schon erwahnte 
starke Reaktionsfihigkeit der 2- und der 3-Stellung. Rydon}, der die 
Ansicht Fearons vertritt, stellt ,,ein einzigartiges Verhalten“ des 
2-Methyl-tryptophans fest. Ellinger und Matsuoka™ geben an, 
daB das von ihnen dargestellte 2-Methyl-tryptophan sich im Hopkins- 
schen Glyoxylsaéuretest negativ verhilt. 

Nach unseren Beobachtungen gibt 2-Methyl-tryptophan die Blau- 
reaktion nicht, ebensowenig 2.3-Dimethyl-indol, wie itiberhaupt nur 
in «-Stellung freie Indolderivate die KReaktion geben. Einen weiteren 
Hinweis erhielten wir aus folgender Beobachtung: 

8,B’-Diindolyl-methan, iiber dessen konstitutionsbeweisende 
Synthese wir in der nachsten Mitteilung berichten, gibt bei Konden- 
sation mit Ehrlich-Aldehyd und anschlieBender Oxydation die typische 
Blaufirbung. Hier ist eine Reaktion der «-Stellungen maximal wahr- 
scheinlich, eine solche am Benzolkern auszuschlieBen. Es mag dahin- 
gestellt sein, ob nicht auBerdem die Methylenbriicke in Reaktion tritt, 
analog den Auffassungen, die sich auf dem Pyrrolgebiet gebildet haben. 


2 L.Malowan, Analyst 75, 338 [1950]. 
13H. Rydon, J. Chem. Soc. [London] 1948, 705. 
4 A, Ellinger u. Z. Matsuoka, diese Z. 91, 45 [1914]. 








Sas Red 










































Bd. 289 (1952) Mitteilungen zur Chemie des Indols I 2797 
Das bereits bekannte «,«’-Dimethyl-f,8’-diindolyl-methan, das also 
keine freien «-Stellungen hat, gibt die Reaktion nicht. 

Eine Erklérung dieses Ergebnisses ist nach der Fearonschen 
Hypothese unméglich. Die Isolierung des bei der Reaktion zwischen 
dem neuen Methan und Aldehyden entstehenden neuen cyclischen 
Systems ist in Bearbeitung. 

Es ergibt sich demnach fiir die beschriebene stark saure Konden- 
sation von «-freien Indolderivaten mit aromatischen Aldehyden folgende 
Formulierung : 


Pe en - | _ a ir * 
+ Ar-CHO > | on! 
aes a - A, 
H H H 
Pe 
— 
ie 
f~\ fb £9, B= 8 
COOCH, 
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| | Il, VI, R =—CH,-CH< 

= ee <NH-COCH 

V\y’_ i \yW~% IIL VI, B = —CH,-COOCH, é 
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IV R = —CH,-CH(NH,)-COOCH, 


Wir danken der Firma Gédecke & Co., Chem. Fabrik A.-G., Memmingen, 
fiir die finanzielle Férderung der Arbeit. Herrn Prof. Dr. G. Scheibe sind wir 
fiir die Durchfiihrung der Absorptionsmessungen zu Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 
Phenyl-a,«’-diskatyl-methan I 


1 g Skatol wird in 30 ccm Methanol gelést, 0,41 g Benzaldehyd zugegeben. 
Unter kraftigem Schiitteln wird mit 8 ccm konz. Salzsaure in einem GuB ver- 
setzt. Nach kurzer Zeit bereits beginnt sich ein Niederschlag abzusetzen, der im 
Laufe von 24 Stdn. von Kristallen zugedeckt ist. Nach dem Abfiltrieren wird gut 
mit Methanol gewaschen, bis der gr6éBte Teil der klebrigen Substanz entfernt ist. 
Umkristallisiert aus Methanol, farblose Substanz vom Schmp. 160°. Ausbeute 
60%. Analyse s. Anm. 4. 


Pheny!l-a,«’-diindolyl-methan- #,f’ -diacetylamino-propionsaure- 
methylester II 


lg Acetyltryptophan-methylester werden in 20ccm Methanol und 
0,2 g Benzaldehyd gelést; hierauf werden 20 ccm konz. Salzsiure zugegeben. 
Nach 1/, Stde. wird mit Wasser eine Substanz gefallt, die abfiltriert und getrocknet 
wird. Beim Lésen dieser Substanz in Methanol (eventuell warm) fallt nach kurzer 
Zeit ein weiBer kristalliner Kérper vom Schmp. 289° aus. Zur Analyse wurde mit 
Aceton aus der Hiilse extrahiert. Schmp. 300° (unter Zers.). Ausb. 32% d. Theorie. 

4,563 mg Sbst.: 11,459 mg CO,, 2,553 mg H,O. — 4,332 mg Sbst.: 0,362 ccm 
N, (21° 713 mm). 


Cy5H3,0,N, (608.7). Ber. C 69,06, H 5,96, N 9,20. 
Gef. C 68,53, H 6,26, N 9,10. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 289 19 
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Phenyl-a,a’-diindolylmethan- £,f’ -diessigsiure-methylester III 

Zu 1g Indolessigsaure-methylester wird in 20ccm Methanol 0,28 g 
Benzaldehyd gegeben. Bis zur vélligen Lésung mu8 etwas im Wasserbad er- 
warmt werden. Abkiihlen lassen. In die noch etwas lauwarme Lésung werden 
auf einmal 11 cem konz. Salzsiure zugegeben. Nach ungefahr 3 Stdn. ist der 
entstandene Niederschlag fest geworden. Die dariiberstehende Lésung wird ab- 
gegossen und der Niederschlag mit viel Wasser gewaschen. Der Niederschlag wird 
so fast weiB und pulvrig. Abfiltrieren und sorgfaltig trocknen. Die trockene Sub- 
stanz wird in Methanol warm gelést, mit dem Glasstab gut geriihrt und gekratzt. 
Beim Erkalten kristallisiert die weiBe Substanz aus. Zur Analyse wird mehrere 
Male aus Methanol umkristallisiert. Schmp. 91° (unter Zers.). Ausb. 48% d. Theorie, 


6,58 mg Sbst.: 0,349 cem N, (19° 713 mm). 
CygH,,0,N. (466,5). Ber. N 6,00. Gef. N 5,81. 


Phenyl-a,«’-diindolyl-methan-,f’-diaminopropionsaure IV 

lg Tryptophanmethylester-hydrochlorid wird in 20ccm Methanol 
gelést. (Da sich der reine Kérper sehr schwer lést, wurde das von der Veresterung 
anfallende Rohprodukt verwendet.) Nach Erkalten werden 0,23 g Benzaldehyd 
zugegeben. Nun wird in einem GuB mit 20ccm konz. Salzsdure angesiuert. 
Sollte hierbei Tryptophanmethylester-hydrochlorid ausfallen, so wird es durch 
leichtes Anwérmen in Lésung zu bringen versucht, bei Nichtgelingen abfiltriert. 
Nach Stehenlassen iiber 30 Min. wird unter Kiihlung mit verd. Ammoniak vor- 
sichtig gefallt. Das ‘Abfiltrierte wird gut getrocknet und mindestens 1 Tag mit 
Ather extrahiert, wobei es gern verschmiert. Es wird gepulvert und mit Chloro- 
form nochmals extrahiert. Die leicht gelb gefirbte Chloroformldsung, auf ein 
kleineres Volumen eingeengt, liefert nach Stehenlassen iiber Nacht kristalline 
Gebilde. Schmp. iiber 330°, Braunfarbung ab 230°. Die Substanz erweist sich 
als auBerordentlich hygroskopisch und luft- und lichtempfindlich. Sie gibt in 
geringster Menge bei Oxydation in saurer Lisung intensive Blaufarbung. 

Pikrat: 0,2 g obiger Substanz werden mit 0,18 g Pikrinséure in etwas 
Methanol gelést. AnschlieBend wird mit Wasser gefallt und das sich abscheidende 
Ol durch Reiben mit dem Glasstab zur Kristallisation gebracht. Abfiltrieren und 
gut mit Wasser waschen. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert. Schmp. 
193° (unter Zers.). 

3,650 mg Sbst.: 0,414 cem N, (21° 723 mm). 

C'57H3.0,,N, (766,7). Ber. N 12,79. Gef. N 12,53. 


Pikrat des Phenyl-a,«’-diskatyl-methens V 

0,23 g Kondensationsprodukt I werden in 40 ccm Methanol gelést, konz. 
Salzsiure bis zur beginnenden Triibung (etwa 10 ccm) zugegeben und mit 4,5 ccm 
Natriumnitrit-Lésung (1%) portionsweise im Verlauf von 1 Stde. oxydiert. 
Nachdem die Lésung mit Wasser verdiinnt ist, wird mit Ather iiberschichtet und 
mit fester Soda neutralisiert. Der getrocknete Ather wird eingeengt und das 
Methen als Pikrat isoliert. (Ausfallen mit atherischer Pikrinsdurelésung.) Das 
tiefdunkelblaue Pikrat wird mit Ather extrahiert. Wenn nur mehr wenig mit 
Ather zu extrahieren ist, wird mit Methanol weiterausgezogen. Aus der eingeengten 
methylalkoholischen Lésung kristallisiert das Pikrat aus. Schmp. 159°. 


Phenyl-a,a’-diindolylmethen- ff’ -diacetylamino- 
propionsaureester VI 
1 g des K6érpers II wird in 450 cem Methanol und 180 ccm konz. Salzsaure 
warm gelést. Erst wird mit 5ccm 1-proz. Natriumnitrit-Losung oxydiert. 
Nach Beendigung der Gasentwicklung wird der Rest von 6,4 ccm zugegeben. 
Es wurde warm gestellt, nach 3 Stdn. von der ungelésten Substanz abfiltriert 
und nachdem mit fester Soda neutralisiert wurde, mit Ather ausgeschiittelt. 
Atherische Lésung einmal mit wenig Wasser waschen. Die filtrierte Lésung wird 
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vom Ather am Wasserbad befreit. Das restierende Wasser-Methanolgemisch wird 
im Vakuum bis zum Schaumen eingeengt. Es fallt eine gelbe Substanz, die ab- 
filtriert und getrocknet wird. Durch oftmalige und fraktionierte Extraktion mit 
Ather wird eine hellgelbe Substanz vom Schmp. 229° isoliert, die mit Salzsiure 


intensive Blaufarbung gibt. 
2,256 mg Sbst.: 0,185 com N, (19° 716,5 mm). 
C3;H3,0,N, (606,6). Ber. N 9,23. Gef. N 9,04. 


Phenyl-a,a’-diindolylmethen- #,f’ -diessigsiure-methylester VII 

0,2 g Substanz III werden in 90 ccm Methanol gelést, mit 36 cem konz. Salz- 
siure versetzt und portionsweise (1 ccm pro 30 Min.) mit 3 ccm 1-proz. Natrium- 
nitrit-Lésung in insgesamt 3 Stdn. oxydiert. Nachdem mit etwas Wasser ver- 
diinnt und mit fester Soda neutralisiert wurde, wird mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Ather wird mit sehr schwacher Salzséure 3-mal ausgezogen. Es wird so ein 
dunkelroter K6rper entfernt. Mit Wasser waschen, mit Soda trocknen und ein- 
engen. Der letzte Rest Ather wird durch Absaugen entfernt, wobei sich die Sub- 
stanz aufblaht. Nun wird mit Ligroin in der Hitze ausgezogen, mit Tierkohle 
ausgekocht, filtriert und eingeengt. Man erhalt nun die Substanz hellgelb und 
kristallisiert. Zur Analyse wird 6fters mit Petrolather aus der Hiilse extrahiert; 
der Schmp. steigt auf 138°. Aufblihen der Substanz ab 120°. 


3,896 mg Sbst.: 0,220 cem N, (21° 713 mm). 
CopH.,0,N, (464,5). Ber. N6,03. Gef. N 6,15. 


Zusammenfassung 

Bei der Kondensation von «-freien Indolderivaten mit aromatischen 
Aldehyden in stark saurem Medium entstehen «,x’-Diindolyl-methane, 
welche zu den entsprechenden Methenen oxydiert werden kénnen. Die 
bisher bekannten Ansichten iiber diese Reaktion (z. B. die Tryptophan- 
Nachweisreaktion mit p-Dimethylamino-benzaldehyd) werden _ be- 
sprochen und Beweise fiir die dargelegte Auffassung erbracht. Es wird 
die Darstellung einer Reihe von «,«’-Diindolyl-methanen und -methenen 
beschrieben. 


Eine neue Methode zur Bestimmung des anorganischen Phosphors 
im Blutserum 


Von 
H. Flaschka und A. Holasek 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut und Pregl- Laboratorium der Universitit Graz 
(Vorstand: Prof. Dr. H. Lieb) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Februar 1952) 


Durch die Einfiihrung der Athylendiamin-tetraessigsiure (Kom- 
plexon II, Dinatriumsalz = Komplexon III) in die MaBanalyse durch 
G. Schwarzenbach und Mitarbeiter! wurde es méglich, auBer anderen 
Metallen erstmalig auch Calcium und Magnesium auf einfache Art 
direkt zu titrieren. Die hervorstechenden Merkmale dieser Methode, 


o-W. Biedermann u. G. Schwarzenbach, Chemie 2, 56 [1948]. 
19* 
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schnelles Arbeiten, genaue und leichte Erkennung des Endpunktes 
sowie die Titerkonstanz der MaBlésung, die durch direkte Einwaage 
hergestellt werden kann, sind fiir einfaches und sicheres Arbeiten im 
MikromaBstab von besonderem Vorteil. Mengen von weniger als 100 y 
der genannten Ionen lassen sich unschwer mit hoher Genauigkeit er- 
fassen*. Daher sind Komplexontitrationen fiir Bestimmungen ver- 
schiedener Bestandteile biologischer Fliissigkeiten hervorragend ge- 
eignet. Uber die Anwendung auf die Bestimmung des Calciums im 
Blutserum haben die Verfasser jiingst berichtet®. Auch Serum- 
Magnesium ist in bisher unerreichter Einfachheit bestimmbar. Dies- 
beziigliche Untersuchungen stehen vor dem Abschlu8. Die Bestimmung 
von Kalium und Natrium mit der gleichen MaBSloésung liegt im Bereiche 
des Moglichen. 

Die hohe Genauigkeit, mit der Magnesium zu titrieren ist, eréffnete 
die Moglichkeit, andere Lonen indirekt maf analytisch zu bestimmen, 
sofern sie mit Magnesium zusammen einen analytisch verwertbaren, 
d.h. formelreinen und quantitativ fallenden Niederschlag bilden. 
Diese Bedingung erfillt z. B. das Phosphation, das als Magnesium- 
ammoniumphosphat-hexahydrat gefallt wird. Da’ sich auf diesem 
Wege y-Mengen (Mikrogramm) Phosphations tatsichlich genau er- 
fassen lassen, haben Flaschka und Holasek an reinen Phosphat- 
lésungen gezeigt*. 

Kin groBer Nachteil der Phosphatfallung mit Magnesium war es 
bisher, daB zahlreiche Kationen, vor allem Calcium dabei stéren. Man 
beniitzt in solchen Fallen die Abscheidung mit Molybdat aus saurer 
Lésung. (Der Niederschlag kann ausgewogen und titriert oder aber — 
bei kleinen Mengen — nach Reduktion der komplexen Phosphor- 
molybdansaiure auch kolorimetriert werden.) Wie jedoch Huditz 
und Flaschka® zeigten, ist Athylendiamin-tetraacetat hervorragend 
geeignet zur Maskierung einer groBen Zahl bei der Phosphatfallung 
stérender Kationen. Vor allem war damit erstmalig die einfache Még- 
lichkeit gegeben, Phosphat neben beliebigen Mengen Calciums zu fallen. 

Die Anwendung dieser Erkenntnisse auf die Bestimmung des 
anorganischen Phosphors im Blutserum lieB erhoffen, eine ein- 
fache, rasche und auch genaue Methode zu entwickeln, ohne hierbei 
teure optische Instrumente verwenden zu miissen. Dies erschien gerade 
deshalb von Bedeutung, weil ja zur Erlangung eines reellen Phosphor- 
wertes die Aufarbeitung des Blutes méglichst bald nach der Entnahme 
Bedingung ist, was bisher fiir kleine Anstalten immer schwierig war. 

Bei einem Durchschnittsgehalt des Serums von 3 mg®% anorgani- 
schen Phosphors sind unter Verwendung von 2 ml Serum etwa 60 y 


2-H. Flaschka, Mikrochem., 39, 38 [1951]. 

3-H. Flaschka u. A. Holasek, diese Z. 288, 244 [1951]. 
4H. Flaschka u. A. Holasek, Mikrochem. 39. 38 [1951]. 
5 F. Huditz u. H. Flaschka, Z. analyt. Chem., im Druck. 
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Bestimmung des anorganischen Phosphors im Blutserum 
Phosphor zu bestimmen. Dies entspricht einer Menge von rund 50 y 
Magnesium, die ohne weiteres auf 1—2 y genau titriert werden kénnen. 
An einer reinen Phosphatlésung wurde die Methode erprobt und ergab 
durchaus zufriedenstellende Resultate. Vorgelegt werden jeweils 2 ml 
einer Lésung mit einem gravimetrisch ermittelten Gehalt von 54,1 y P. 
Diese Lésung wird mit 1 ml des spater beschriebenen Fallungsreagenses 
versetzt und gut umgeriihrt. Sehr bald erscheint der Niederschlag 
in Form kleiner glitzernder Kristillchen, ahnlich denen von Calcium- 
oxalat. Nach 10 Min. ist die Abscheidung quantitativ. Man zentri- 
fugiert, wascht mit verd. Ammoniak, zentrifugiert wieder und lést 
nach Dekantieren in verd. Salzsiure. Die Titration des Magnesiums 
muB bei py 8—10 erfolgen*, so daB es notwendig ist, die Lésung wieder 
ammoniakalisch zu machen. Da nunmehr weder Magnesium, noch 
Phosphat im Uberschu8 vorhanden sind und die Lésung obendrein 
stark verdiinnt ist, besteht keine Gefahr, daB der Niederschlag neuer- 
lich ausfallt. Nach Zusatz von Eriochromschwarz T wird von Rot 
auf Blau titriert. Der Umschlag ist noch besser als bei der Calcium- 
titration zu erkennen. Aus einer Reihe von Versuchen ist im Nach- 
stehenden eine Serie wiedergegeben. 








yP entspricht mg% P 
gegeben gefunden | Ay gegeben | gefunden | A mg% 
54,1 50,8 — 3,3 2,70 2,54 — 0,16 
55,1 + 1,0 2,75 +. 0,05 
53,6 — 0,5 2,68 — 0,02 
56,1 + 2,0 2,80 + 0,10 
54,5 + 0,4 2,72 + 0,02 
54,5 + 0,4 2,72 + 0,02 
56,4 + 2,3 2,81 + 0,11 














Im Mittel ist also eine Genauigkeit von + 0,1 mg®% P zu erwarten, 
was fiir diagnostische Zwecke ausreicht. 


Vergleichende Bestimmungen an nativem und_ enteiweiStem 
Serum haben gezeigt, daB die Abscheidung des Proteins unndtig ist, 
was eine erhebliche Vereinfachung und Abkiirzung bedeutet. Das 
Arbeiten im Serum ist nachstehend genau beschrieben. 


Arbeitsvorschrift 


2 ml Niichternserum werden in ein 10-ml-Zentrifugenglas einpipettiert und 
mit 1 ml Reagens versetzt. Mit einem Riihrstaibchen wird kraftig geriihrt, bis 
nach wenigen Sekunden der Niederschlag erscheint. Man laBt 10 Min. stehen. 
Langeres Stehenlassen ist zu vermeiden, da sonst mit der Abspaltung von organi- 
schem Phosphat gerechnet werden mu8. Man fiillt mit Wasser auf, riihrt gut 
durch, spiilt das Staibchen mit wenig Wasser ab und zentrifugiert 10 Min. bei 


* Die Grundlagen der Komplexontitration sind in der oben erwahnten 
Calciumarbeit beschrieben. Ein ausfiihrliches Literaturverzeichnis findet sich 
1. ¢.8, 
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3000 U/min. Die iiberstehende Fliissigkeit wird vorsichtig abgegossen (der Nieder- 
schlag rutscht leicht nach!!) und etwa 1 ml 3-n. Ammoniak einpipettiert. Man 
wirbelt den Niederschlag hoch, fiillt mit Wasser auf, riihrt um, spiilt das Stabchen 
ab und zentrifugiert wieder wie oben. Nach dem neuerlichen Dekantieren pipettiert 
man | ml 1-n. Salzséure ein und lost den Niederschlag. Durch Drehen von Glas 
und Stabchen sorgt man dafiir, daB auch die Wand des Réhrchens mit Saure 
benetzt wird. Die Lésung wird in ein 50-ml-K6lbchen aus Jenaer Glas gespiilt und 
das Glas 4-mal mit je etwa 5 ml Wasser griindlich nachgespiilt. Nun gibt man 
zu der Lésung 2 ml 3-n. Ammoniak, wodurch sich der nétige py-Wert von 8—10 
automatisch einstellt. Man setzt Indikator zu, bis eine kraéftige weinrote Farbung 
entsteht, und titriert auf Blau. Der Umschlag von Rot nach Blau erfolgt iiber einen 
violetten Zwischenton und ist unschwer auf 1 Tropfen m/1000-Komplexon zu er- 
kennen. Titriert wird, bis der letzte Rotstich verschwunden ist. Die Berechnung 
erfolgt gemaB: 
ml m/1000-Lésung x 1,55 = mg®%% P. 

Die Bestimmung 1aBt sich in der beschriebenen Art auch mit nur 1 ml Serum 
durchfiihren. Der Faktor ist dann 3,1. Allerdings mu$ man hier eine etwas groBere 
Fehlerbreite in Kauf nehmen. 


Reagenzien 
1. Fallungsmittel. Man lost 
2,0 g Magnesiumchloridhexahydrat p. a. (MgCl, - 6H,O) 
3,0 g Ammoniumchlorid p.a. (NH,Cl) 
0,2 g Dikaliummagnesiumathylendiamin-tetra-acetat (MgK,Y) 
und 20 ml konz. Ammoniak p.a. (d 0,91) 


in 100 ml Wasser. 

Das Reagens enthalt einen zur Fallung des Phosphates ausreichenden Uber- 
schuB8 an Magnesium, doch ist die Magnesiumkonzentration so gewahlt, daB bei 
der angegebenen kurzen Art des Waschens mit keinem nennenswerten Fehler 
durch zuriickgebliebene Spuren von Magnesium zu rechnen ist. Das Magnesium- 
komplexonat dient zur Maskierung des im Serum vorhandenen Calciums sowie 
der Spuren Eisen, Zink und Kupfer. 


2. MaBlésung 
0,3721 g Dinatriumsalz der Athylendiamin-tetraessigsiure (Komplexon III, 
Na,H,Y -2H,O) werden mit dest. Wasser zu 1/ aufgeldst. 


. Indikator 
10 mg Eriochromschwarz T werden mit 4 g Natriumchlorid p. a. zu einem 
staubfeinen Pulver innigst verrieben. 
. l-n. Salzsaure 
5. 3-n. Ammoniak. 

Es ist peinlichst darauf zu achten, daB das verwendete Wasser absolut frei 
von Calcium und Magnesium sowie Schwermetallspuren ist. Auch die GefaBe, 
in denen die Lésungen, vor allem die MaBlésung aufbewahrt werden, diirfen keine 
Calcium- oder Magnesiumionen aus der Wand abgeben (Jenaerglas mehrfach 
ausgedimpft oder sehr lange in Gebrauch!). Ist man sich des Glases nicht sicher, 
soll eine innen paraffinierte Flasche oder noch besser eine solche aus Polyaéthylen 
verwendet werden. Unter Beachtung dieser Umstinde ist die MaBlésung iiber 
Monate hinaus titerkonstant. 

Aus einer groBen Zahl von Bestimmungen seien einige herausgegriffen und 
den nach der photometrischen Methode von Bell und Doisy® erhaltenen Werten 
gegeniibergestellt. 
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mg% P mg% P 
neue Methode | photometrisch | neue Methode | photometrisch 


5,1 5,2 | 4,5 
3,5 3,6 | 3,6 
3,8 4,0 | 3,8 
4,2 4,2 4,0 
3,5 3,6 3,4 
4,7 4,5 4,2 
4,6 4,5 | 3,8 
fl 3,4 











AbschlieBend sei darauf verwiesen, daf natiirlich die Verwendung von 
Niichternserum und dessen rasche und sachgemaBe Aufarbeitung hier genau so 
wichtig ist wie bei jeder anderen Methode zur Bestimmung des anorganischen 
Phosphors. Dies kann als bekannt vorausgesetzt werden und soll in der vorliegenden 
rein analytischen Arbeit nicht naher behandelt werden. 


Fiir die Uberlassung eines Gastplatzes ist der eine von uns (F.) Herrn 
Prof. Dr. H. Lieb zu Dank verpflichtet. Fraulein Mensi von der Grazer Uni- 
versitats-Kinderklinik und Herr cand. phil. Winsauer am hiesigen Institut 
haben die photometrische Vergleichsbestimmung durchgefiihrt. Die Firma Bers- 
worth, Framingham, Mass., iiberlie8 uns eine Probe von Versensdure. Herr 
Prof. Dr. Pestemer, Leverkusen, stellte uns Eriochromschwarz T zur Verfiigung. 
Allen Genannten sei fiir die Unterstiitzung unserer Arbeit bestens gedankt. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber eine neue maBanalytische Bestimmung des an- 
organischen Phosphors im Blutserum berichtet. Das Phosphat wird 
als Magnesiumammoniumphosphat gefallt, wobei das Serum-Calcium 
durch Maskierung mit Komplexon ausgeschaltet wird. Der Nieder- 
schlag wird gelést und das Magnesium mit Athylendiamintetra-acetat 
(KomplexonmaBlésung) gegen Eriochromschwarz T titriert. Dauer 
einer Bestimmung etwa 40 Min.; die Genauigkeit des Resultates ist 
+ 0,1 mg% P. Ein Vergleich mit der photometrischen Bestimmung 
nach Bell und Doisy ergab gute Ubereinstimmung. 


6 R. B. Bell u. E. A. Doisy, J. biol. Chemistry 44, 45 [1920]. 
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Uber eine Modifikation der polarimetrischen Glykogenbestimmung 
nach Staudinger 


Von 
W. Sarreither und I. Réckel 


Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Iistituts der Universitat Heidelberg, 
Leiter: Prof. Dr. Dr. W. Kutscher 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Februar 1952) 


Die von Staudinger! angegebene Bestimmungsmethode vermeidet 
das umstandliche Ausfallen der reduzierenden Nichtzucker und die 
Hydrolyse des Glykogens zu Glucose, wodurch neben der Verminderung 
der Arbeitsgiange vor allem auch ein bedeutender Zeitgewinn erzielt wird, 
so da8 Reihenbestimmungen viel leichter durchgefiihrt werden kénnen. 

Die Originalmethode arbeitet mit 0,2—2,0 g Gewebe, mit Zentri- 
fugenglésern von 15 ccm und einem Polarimeter-Mikrorohr von 20 cm 
Lange bei nur 3 cem Inhalt; fiir diese MaBe wird von Staudinger eine 
Genauigkeit angegeben, die als kleinst bestimmbare Menge 1 mg Gly- 
kogen/5 cem umfaBt (+ 10%). 

Wir haben die Methode fiir gréBere Mengen (= 5—10 g Gewebe) 
umgearbeitet, verwendeten dazu Zentrifugengliser von 100 ccm Inhalt 
und ein normales Polarimeterrohr von 20cm Lange und etwa 20 ccm 


Inhalt. Die Glykogentestlésung befand sich vor dem Einfiillen ins Polari- 
meterrohr in einem 25-cem-MeBkolbchen. 
Unter diesen Bedingungen ergab sich folgende Genauigkeit : 


Glykogengehalt 
in 25 ccm 
unter 10 mg unsichere Werte 
10—20 mg +10% Fehler 
tiber 20 mg + 2% Fehler 


Zuerst wurde an reinen Glykogenlésungen die polarimetrische Be- 
stimmung mit verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt; das Er- 
gebnis zeigt Tab. 1. 

Wir haben dann zur Glykogenbestimmung in Organen jeweils eine 
soleche Menge Organ genommen, daB die zu erwartende Glykogenmenge 
iiber 10 mg lag. Bei einiger Ubung 1aBt sich auch bei Werten zwischen 
10 und 20mg die Fehlerbreite unter 10% driicken, wie Tab. 2 zeigt. 
Es wurde dabei die Leber eines groBen, normal ernahrten Meerschwein- 
chens in 10 gleichen Portionen von je 2 g untersucht. 

Die polarimetrische Glykogenbestimmung kann also mit der wohl 
meist getibten von Pfliiger, auch in ihren verschiedenen Modifikationen, 
was die Genauigkeit angeht, sehr wohl konkurrieren, beziiglich der 
Schnelligkeit ist sie ihr wesentlich iiberlegen. 


1 Hj. Staudinger, diese Z. 275, 122 [1942]. 
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Tab. 1. Polarimetrische Bestimmung reiner Glykogenlésungen verschiedener 
Konzentrationen. 





Glykogentestlésung mg Glykogen umgerechnet auf 
aufgefiillt auf 25 cem bestimmt Gehalt in 1 cem 





Serie I: 1 ccm 1,28 
Einwaage entspr. 2 ccm ‘ y 
l cem = 1,84 mg 3 ccm 
4 ccm 
5 cem 
6 ccm 
7 ccm : 
sin MW = 1,78 
9 eem 
10 ccm 





Serie II: 10 ccm 
Einwaage entspr. 12,5 com 
lcem = 1,68 mg 


MW = 1,64 


~ 


— 
. 


2) ccm 





Serie III: 4 ccm 
Einwaage entspr. 6 com 
leem = 1,3 mg 8 ccm 

10 ccm 
10 ccm 
12 ccm 
14 ccm 
16 com 
18 ccm 
20 ecem 


. 
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MW = 1,29 
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Tab. 2. Bestimmung des Glykogengehalts von Meerschweinchenleber 
(Portionen von je 2g). 





Probe Nr. mg Glykogen pro g Leber | Probe Nr. | mg Glvkogen pro y Leber 
6 8,3 MW = 8,22 





8 
9 
| 10 


DaB Werte, die mit der Staudingerschen Methode gewonnen 
wurden, auch mit solchen nach der Pfliigerschen ermittelten verglichen 
werden kénnen, zeigt Tab. 3, in der wir Portionen der gleichen Leber 
sowohl] nach Staudinger wie nach der bei uns geiibten Modifikation 
der Pfliigerschen Methode nach Sjoegren? vergleichen. 


2 Sjogren c.s. Pfliigers Arch. ges. Physiol. 240, 427 [1938]. W. Kutscher 
u. M. HasenfuB, diese Z. 265, 181 [1940]. 
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Tab. 3. Leberglykogen in mg%, 





bestimmt 
nach Pfliiger nach Staudinger 





233 256 
254 271 
244 233 
243 265 


243 mg®, = Mittelwert = 256 mg% 





Man sieht, daB die Werte nach Staudinger im ganzen etwas hoher 
liegen; aber das mag bei der kleinen Anzahl der Versuche Zufall sein. 
Die Werte nach Staudinger schwanken in sich um +7%, die nach 
Pfliiger um +5%. Nimmt man den Mittelwert aus allen 8 Werten, 
so erhalt man 250 mg®& mit einer Schwankung von + 8° .— Eine andere 
Leber ergab nach Pfliiger Werte von 1519 mg®,, nach Staudinger 
von 1334 mg%, woraus sich ein Mittelwert von 1427 mg®, mit einer 
Schwankungsbreite von + 6% errechnet. 

Im einzelnen gestaltete sich die Glykogenbestimmung folgender- 
maBen : 

1. 5—15 g Gewebe werden mit 10 ccm heiBer 30-proz. KOH in einem Zentrifugen- 
glas aus Jenaer Glas von 100 ccm Inhalt tibergossen, die Zentrifugenglaser 
durch einen Gummistopfen mit Kapillarkiihler verschlossen und auf dem 
kochenden Wasserbad 2 Stdn. erhitzt; in der ersten halben Stunde muB bis 
zur volligen Auflésung des Gewebes mehrmals umgeschiittelt werden. 

2. Nach kurzem Abkiihlen werden die Glaser mit 60 com Methanol versetzt und 
unter Umrihren mit einem Glasstab bis zum Beginn des Siedens der methyl- 
alkoholischen Lésung auf dem Wasserbad erwarmt. Glykogen und EiweiB 
scheiden sich dabei in dichten Flocken ab. Nach Abkiihlen und sauberem 
Abspiilen der Glasstabe mit einer Spritzflasche, die Methanol enthalt, werden 
die Glaser 10 Min. scharf zentrifugiert. 

3. Nach AbgieBen der iiberstehenden Lésung wird der Niederschlag nochmal in 
5 cem aqua dest. unter Umriihren mit dem Glasstab auf dem warmen Wasser- 
bad gelést; es werden wieder 60 ccm Methanol zugesetzt, erhitzt, gekiihlt, 
zentrifugiert und abgegossen. — Dieser Vorgang wird noch zweimal wieder- 
holt, bis die tiberstehende methylalkoholische Losung klar bleibt. 

. Der Niederschlag wird in 10 cem frisch bereiteter 50-proz. MgCl,-Lésung auf 
dem heiBen Wasserbad verriihrt; das Glykogen geht in Lésung, wahrend das 
EiweiB in dicken. bei Lebern meist schmutzigen Flocken ausfallt. 

5. Man filtriert hei8 durch ein kleines Rundfilter auf Trichtern von 5cm @ in 
ein 25-cem-MeBk6lbchen mit weitem Hals, wascht noch zweimal mit je 5 ccm 
MgCl,-Lésung die Zentrifugengliser auf dem Wasserbad aus und gieBt die 
Waschfliissigkeit, wenn die vorherige Portion durchgelaufen ist, auf das Filter. 
— Nach Beendigung der Filtration wird mit aqua dest. auf 25 ccm aufgefiillt. 

3}. Das Filtrat wird im Polarimeter auf seine Drehung untersucht. 


Sehr hochpolymeres Glykogen, wie es sich vor allem bei sehr 
glykogenreichen Lebern gerne bildet, macht triib opalescierende L6- 
sungen; man kann solche Lésungen, wie Staudinger schon angibt, 
aufklaren, indem man sie — vor dem Anuffiillen auf Marke — mit 
2 Tropfen konz. HCl versetzt und fiir 1 Min. auf dem kochenden Wasser- 
bad erhitzt und sofort wieder im kalten Wasser abkiihlt, ohne daB der 
Drehwert solcher Glykogenlésungen sich dndert. 
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7. Berechnung: Aus der spez. Drehung des Glykogens von plus 195° ergibt 
sich aus einer abgelesenen Drehung von a° die Konzentration ¢ in dem unter- 
suchten Filtrat nach folgender Formel: 

_ a- 100 

~ 195 - 2 

Die absolute Glykogenmenge, enthalten in den 25 cem = entspr. dem Gesamt- 

gehalt des untersuchten Gewebstiickes (der Einwaage), ergibt sich durch 

Division obiger Zahl c durch 4. 

Zu Ziffer 1 bis 3 ist zu bemerken, daB sich nicht empfiehlt, gréBere 
Gewebsmengen zu nehmen, da sonst das Volumen der Glaser nicht mehr 
ausreicht, um mit der geniigenden Sicherheit die heiBe Methanolfallung 
auszuftihren; auBerdem reicht bei mehr Gewebe die KOH zur raschen 
Auflosung des Gewebes nicht mehr aus. — Aber auch aus diesem Grunde 
die Konzentration der Kalilauge zu erhéhen, ist unpraktisch, weil bei 
hdheren KOH-Konzentrationen sich bei der Abkiihlung wahrend des 
Zentrifugierens oft eine dicke Gallerte von KOH in Methanol abscheidet, 
die oft noch Glykogen enthalt und so zu Verlusten fihrt. 

Zu Ziffer 4 und 5 muB beachtet werden, daB bei sehr eiweiBreichen 
Lebern der Niederschlag nach der Zugabe von MgCl, oft so dick werden 
kann, daB die Filtration nur sehr langsam vor sich geht; man tut 
also gut daran, die Hauptmasse des ausgeflockten EiweiBes im Zentri- 
fugenglas zu belassen und die Glykogenlésung sorgfaltig abzugieBen. 
Wenn man den EiweiBniederschlag sorgfaltig mit der vorgeschriebenen 
2x5 cem MgCl,-Lésung wiascht und erst beim letztenmal mit auf das 
Filter bringt, erhalt man keine Glykogenverluste. — LaBt sich das Ki- 
weiB schwer zuriickhalten, kann man auch vor dem Filtrieren kurz ab- 
zentrifugieren. 

8. Benédtigte Reagenzien und Gerate: 

a) Polarimeter mit einer Ablesegenauigkeit von 0,01°. 

b) Polarimeterrohr von 20 cm Lange und nicht mehr als 20 ccm Inhalt. 

c) Zentrifugenglaser aus Jenaer Glas von 100 ccm Inhalt, passende Gummi- 
stopfen mit Kapillarkiihler, und Drahtgestell zum Einstellen derselben ins 
Wasserbad. 

d) 2 Wasserbader, eins zum Erhitzen und eins zum Kiihlen. 

e) MeBk6lbchen von 25 ccm Inhalt und die entsprechende Anzahl von kleinen 
Trichtern von 5 cm @&. 

f) Reagenzien: KOH 30-proz., Methanol, MgCl, (50g ad 100 ccm H,O, 
frisch bereitet und filtriert), HCl konz. 


c = a - 256 (mg%) . 


Zusammenfassung 


Die von Staudinger ausgearbeitete polarimetrische Bestimmung 
des Glykogens lat sich auch fiir groBere Gewebsmengen zu Reihen- 
untersuchungen von Leber- und Muskelglykogen ausgezeichnet ver- 
wenden; die Grenzen der Methode werden festgelegt und eine genaue 
Arbeitsvorschrift gegeben. 





S. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, Bd. 289 (1952) 


Eine neue Methode zur fortlaufenden Messung 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Februar 1952) 


Fiir die Schubmessung monomolekularer Filme entwickelten wir in 
den letzten Jahren ein neues Prazisionsgerit, welches eine rasche, zu- 
verlassige und einwandfrei reproduzierbare Aufnahme der F/A-Iso- 
therme erlaubt. Uber Bau und Leistungsfahigkeit des Gerates berichteten 
wir vor kurzem in dieser Zeitschrift!. Als naichstes stellten wir uns die 
Aufgabe, gleichzeitig mit der F/A-Isotherme auch die wahrend des 
Zusammenschiebens monomolekularer Filme auftretenden Grenzflichen- 
potentiale zu messen und automatisch zu registrieren. 


Die bisherigen Untersuchungen zur Bestimmung des Potentials 
einer filmbedeckten Wasseroberflache stiitzen sich auf zwei Verfahren: 
das eine arbeitet mit der Poloniumelektrode, das andere mit der 
Schwingsonde. Bei der erstgenannten Methode befindet sich im Abstand 
von einigen mm iiber der Wasseroberfliche die sogenannte Luftelektrode, 
wahrend die andere Elektrode, meist ein mit AgCl iiberzogener Silber- 
draht, in das Cl-Ionen enthaltende Wasser eintaucht. Um die Luft 
zwischen Oberfliche und Luftelektrode in ausreichendem MaBe leitfahig 
zu machen, wird die letztere mit Polonium iiberzogen, welches durch 
seine «-Strahlung die Luft in geringem Umkreis ionisiert. Nachdem man 
die Potentialdifferenz zwischen Luft und reinem Wasser bestimmt hat, 
fiihrt man Messungen bei filmbedeckter Oberfliche durch. Die erhaltenen 
Unterschiede entsprechen dem Grenzflichenpotential des Films. Durch 
verschiebliche Anordnung der Luftelektrode kann der Film an ver- 
schiedenen Stellen untersucht und auf Homogenitit gepriift werden; die 
meisten Untersucher fiihren gleichzeitig eine Schubmessung durch und 
bestimmen das Grenzflaichenpotential in den einzelnen Aggregatzu- 
stiinden des Films, die dieser waihrend des Zusammenschiebens durch- 
lauft. 

Als Nachteile des Verfahrens gelten: die hohe Empfindlichkeit 
gegen elektrische Stérungen, so daB die Apparatur einschlieBlich des 
Trogs in einem geerdeten Metallkifig untergebracht werden muB, die 
Erfassung des Grenzflichenpotentials an nur wenigen Punkten des 
Films und der relativ hohe Zeitaufwand fiir die insgesamt auszu- 
fiihrenden Messungen. AuBerdem miiBte man volle Sicherheit dariiber 
haben, daB die vom Polonium ausgesandten «-Teilchen den Zustand des 
Films nicht beeinflussen kénnen. 


1 §. Heller, A.-M. Fretzdorff u. G. Weitzel, diese Z. 288, 32 [1951]. 
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Bei dem zweiten, obengenannten Verfahren benutzt man eine 
Schwingsonde, d.i. eine isolierte, mit einem Elektrometer verbundene 
Platte, die horizontal iiber der Wasseroberflache schwebt und in rasche, 
vertikale Schwingungen versetzt werden kann. Hierbei vermeidet man 
die Ionisierung des Luftbereichs, Platte und Wasseroberflache stellen 
vielmehr einen Kondensator dar, dessen Kapazitat durch das Schwingen 
der Platte veraindert wird. Bei reiner bzw. bei filmbedeckter Wasser- 
oberfliche verindert man das Potential der Schwingsonde solange, 
bis an dieser keine Wechselspannung mehr auftritt, denn dann haben 
Platte und Oberflache gleiches Potential. Das Oberflachenpotential des 
Films ergibt sich als Differenz der Potentiale von reiner und filmtragender 
Wasseroberflache. 

Ein Nachteil dieser Methode ist die Gefahr der mechanischen Be- 
einflussung des Films durch die Luftschwingungen, welche die bewegte 
Platte hervorruft. Man hat keine Kontrolle dariiber, ob die Homogenitiat 
des Films an der Stelle, iiber welcher sich die Schwingsonde befindet, 
lokal gestért wird. 

Im einzelnen: Schulman und Rideal? benutzten die radioaktive 
Sonde fiir die Messung des Grenzflachenpotentials der Filme lang- 
kettiger Fettsiuren (Myristin-, Pentadecan- und Palmitinsaéure). Auf 
0,01-n.HCl waren die gemessenen Werte abhangig vom Aggregatzustand 
des Films, aber bei gleichen Aggregatzustanden fiir die drei Siauren 
identisch. Harding und Adam? verwandten die Methode zur Bestim- 
mung der Grenzflachenpotentiale von Cellulose-Derivaten auf Wasser 
und von Farbstofflosungen. Harkins und Fischer‘ ermittelten mit 
Hilfe der Polonium-Elektrode die Filmpotentiale von langkettigen 
Fettsiuren, Alkoholen und Paraffinen unter gleichzeitiger Aufnahme der 
F/A-Kurve. Sie fanden einen Anstieg des Grenzflaichenpotentials mit 
der Kettenlinge bis auf 400 mV im kondensierten Film von Stearin- 
siure. Die entsprechenden Alkohole zeigten noch etwas héhere Werte. 
Harkins und Mitarbeiter® untersuchten mit der gleichen Methodik, 
aber unter Verwendung von zwei Polonium-Elektroden, die Ober- 
flachen-Drucke und -Potentiale von polymeren «-Oxy-decansauren. Als 
neue Methode zur Untersuchung der elektrischen Eigenschaften von 
monomolekularen Filmen auf Fliissigkeiten fiihrten Yamins und 
Zisman® die Schwingsonde (s.o0.) ein. Die damit erhaltenen MeB- 
ergebnisse stimmten sehr gut mit den von friiheren Autoren mittels 
Polonium-Elektrode gewonnenen Werten iiberein; Fettsiuren waren 
in ihren Filmpotentialen stark vom py des Wassers abhangig, nicht aber 


2 J. H. Schulman u. E. K. Rideal, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. A 130, 
259 [1931]. 

3 J.B. Harding u. N. K. Adam, Trans. Farad. Soc. 29, 837 [1933]. 

4 W. D. Harkins u. E. K. Fischer, J. chem. Physics 1, 852 [1933]. 

5 W.D. Harkins, E.F.Carman u. H.E. Ries, J. chem. Physics 3, 692 
[1935]. 

6 H.G. Yamins u. R.A. Zisman, J. chem. Physics 1, 656 [1933]. 
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neutrale Fettstoffe. Porter’ stellte mit Hilfe der Schwingsonde bei 
gleichzeitiger F/A-Messung die Grenzflichenpotentiale fiir Stearinsaure, 
x-Aminostearinséure und Heptadecylamin fest und fand bei den drei 
Verbindungen eine deutliche Abhangigkeit der GréBe des Grenzflachen- 
potentials vom py des Wassers. 

Fiir eine kontinuierliche und geniigend kurzzeitige Registrierung 
erschienen uns die bekannten MeBmethoden nicht sonderlich geeignet, 
so daB wir zu einem anderen MeBprinzip iibergingen. Grundsiatzlich 
ist es aussichtsreicher, nicht das Grenzflaichenpotential selbst in Ab- 
hangigkeit vom Flachenbedarf aufzunehmen, sondern die Anderung 
des Grenzflichenpotentials mit der Anderung des Flachenbedarfs/Mole- 
kel, und damit den Differentialquotienten, zu bestimmen. Wir 
messen dabei den dielektrischen Verschiebungsstrom, der einen Konden- 
sator durchsetzt, welcher gebildet wird aus der Oberfliche des mono- 
molekularen Films und einer plattenformigen Elektrode, die hoch isoliert 
in geringem Abstand iiber dem Film angebracht ist. Der Verschiebungs- 
strom flieBt durch einen Hochohmwiderstand, und der Spannungsabfall 
an diesem Widerstand, gemessen mit einer Elektrometer-Rohre, dient 
als MaB fiir die GréBe des Verschiebungsstromes. Das Integral tiber den 
Kurvenzug entspricht dem Grenzflichenpotential, oder anders aus- 
gedriickt : die erhaltene Kurve stellt den Differentialquotienten des Grenz- 
flachenpotentials in Abhangigkeit vom Flaichenbedarf pro Molekel dar. 

Die Vorteile dieses Verfahrens liegen darin, daB im Vergleich zur 
Messung mit Poloniumsonde am offenen Trog ohne besondere Ab- 
schirmungsmaBnahmen gearbeitet werden kann, wobei die Dauer der 
Messung nicht gr6Ber ist als bei unserer iiblichen Schubmessung, d. h. 
sie ist in einigen Minuten durchzufiihren. Es kommt hinzu, da weder 
in elektrischer noch in mechanischer Hinsicht mit Riickwirkungen durch 
die MeBanordnung auf den Film zu rechnen ist. Die Abmessungen der 
plattentérmigen Elektrode sind so groB gewahlt, daB man tiber etwaige 
kleine Inhomogenitéten und zufallige Ereignisse in der molekularen 
Struktur des Films in geniigender Annaherung mittelt. Ein Beweis 
dafiir liegt darin, daB es gelingt, absolut reproduzierbare Kurven zu 
erhalten. Dagegen werden alle Anderungen in der Film-Struktur, die in 
gesetzmaBiger Weise den gesamten Film betreffen, mit héchster 

tmpfindlichkeit registriert. Es handelt sich also hierbei um eine ideale 
Art des Mittelungsverfahrens: ungesetzmaBige lokale Storungen fallen 
selbsttatig heraus, weil der Film nicht punktformig, sondern iiber einer 
hinreichend groBen Flache abgetastet wird. Es kommt hinzu, daB durch 
die Registrierung des Differentialquotienten der gesetzmaBige Kurven- 
verlauf scharfer zu erfassen ist. Ubrigens kann man auch bei Aufnahmen 
der F/A-Kurve in Form des Differentialquotienten — nicht wie bisher 
in Form der absoluten Dynwerte — markante Punkte im Verlaufe der 
Isotherme genauer registrieren. 


7 E. F. Porter, J. Amer. chem. Soc. 59, 1883 [1937]. 
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MeBanordnung 



































Abb. 1. Schematischer Aufbau zur kontinuierlichen Messung der Anderung des 
Grenzflachenpotentials monomolekularer Filme bei gleichzeitiger Schubmessung. 


Die schematische Zeichnung (Abb. 1) zeigt den Trog Tr mit doppelt dest. 
Wasser W gefiillt: Auf der Wasseroberflaiche ist die zu untersuchende Substanz 
als Film F gespreitet. Uber der Wasseroberfliche ist als Boden des Abschirm- 
kastens A die Elektrode K hoch isoliert angebracht. K bildet mit der Wasser- 
oberflache einen Kondensator mit der Kapazitat C 150 pF. und ist mit der Elektro- 
meterrédhre E verbunden. Auf Grund der Abmessungen des Troges betragt die 
GréBe der gesamten Wasseroberfliche 100x800 mm, die Wassertiefe 6 mm, 
wahrend die filmbedeckte Oberflache zu Beginn der Messung etwa 100 x 700 mm 
betragt; die Abmessungen der Kondensatorplatte K belaufen sich auf 150 x 97 mm. 
Der Abschirmkasten A mit Platte K und Elektrometerréhre E sitzt an einem 
Hebel H und ist um den Zapfen Z nach oben schwenkbar angeordnet, so daB der 
Trog nach jeder Messung bequem gereinigt werden kann. Durch eine Stellschraube S 
kann der Abstand der Kondensatorplatte K von der Wasseroberflache variiert und 
genau eingestellt werden. Das Gitter der Elektrometerréhre E ist iiber den Hoch- 
ohmwiderstand Rg von etwa 7-10® Ohm mit dem negativen Heizfadenende der 
Rohre verbunden. Die Anode der Réohre liegt iiber dem Anodenwiderstand Ra an 
der Anodenbatterie Ba. Die Heizfadenenden der direkt geheizten Réhre liegen an 
der Heizbatterie Bh. Die Strom-Zuleitung zum Heizfaden sowie die Anoden- 
spannungs-Zuleitung sind tiber die Durchfiihrungskondensatoren D an den Ver- 
braucher angeschlossen, um Hochfrequenz-Beeinflussungen von auBen fernzuhalten. 
Die Zuleitung zur Anode der Elektrometerréhre fiihrt ebenfalls iiber einen Durch- 
fiihrungskondensator. Die Anodenspannung ist durch ein Potentiometer P, iiber- 
briickt, dessen Abgriff iiber das Galvanometer G zur Anode fiihrt. Widerstand Ra 
und Elektrometerrohre E einerseits sowie die Teilwiderstande des Potentiometers P, 
anderseits bilden die vier Briickenzweige einer Wheatstoneschen Briicke mit dem 
Galvanometer G als Nullinstrument. Das negative Heizfadenende ist mit dem Trog 
iiber eine Kompensationseinrichtung verbunden, die aus der Batterie Bx, dem 
Potentiometer P, und einem Eichwiderstand Re gebildet wird. Die Kompensations- 
spannung kann an dem Spannungsmesser U abgelesen werden. Die Taste Te dient 
zum KurzschlieBen des Eichwiderstandes Re und zur Erzeugung eines meBbaren 
SpannungsstoBes. Durch eine Taste Ta mit begrenztem Hub und einem Stift St 
kann der Hebel H kurzzeitig um einen einstellbaren Betrag angehoben werden, 
wodurch die Kapazitaét des durch die Kondensatorplatte K und Wasseroberflache 
gebildeten Kondensators geandert werden kann. 


Ausfiihrung der Messung 


Nach Fiillung des Troges mit Wasser und Reinigung der Oberflache wird der 
Abschirmkasten A mit der Kondensatorplatte K in die gezeichnete Stellung ge- 
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klappt. Besteht infclge des Selbstauflade-Potentials des Réhrengitters und der 
Kontaktpotentiale zwischen der Kondensatorplatte und der Wasseroberflache eine 
Potentialdifferenz, so wird eine Abstandsinderung der Kondensatorplatte K durch 
Betatigung der Taste Ta einen Galvanometerausschlag hervorrufen. Durch das 
Potentiometer P, wird nun die Kompensationsspannung solange variiert, bis kein 
Galvanometerausschlag mehr erfolgt, d. h. bis das Kondensatorsystem feldlinien- 
frei ist. Nun wird die Substanz gespreitet, wobei die Substanzmenge so bemessen 
werden muB, daB keine nennenswerte Potentialdifferenz auftritt, d. h. die gewahlte 
Dosis darf zunaichst nur zur Bildung eines expandierten Filmes ausreichen. Man 
iiberzeugt sich durch Betatigung der Taste Ta, das noch keine Potentialdifferenz 
vorhanden ist. Ist dies doch der Fall, so war die aufgetropfte Menge der Substanz 
zu groB. 

In der von uns! friiher beschriebenen Weise wird der Schiebebarren mit einer 
gleichmaBigen Schubgeschwindigkeit von 3 mm/sec vorgeschoben. Tritt nun an 
der Wasseroberflache ein verinderliches Grenzflachenpotential auf, so wird durch 
den Widerstand Rg ein Verschiebungsstrom flieBen, der am Gitter der Réhre eine 
Spannung hervorruft, die durch das Galvanometer G registriert wird. Unmittelbar 
nach dem Kollaps des monomolekularen Filmes wird das entstandene Grenzflachen- 
potential in der beschriebenen Weise durch Veranderung der nun notwendigen 
Kompensationsspannung bestimmt. 

Da die GroBe des Galvanometerausschlages bei einer bestimmten Grenz- 
flachenspannungsinderung von der GréBe der Kapazitat Kondensatorplatte/ 
Wasseroberfliche abhangt, also somit von dem durch die Stellschraube S ein- 
regulierbaren Abstand der Kondensatorplatte, ist eine Eichung notwendig. Wie 
bereits beschrieben, kann durch SchlieBen der Eichtaste Te ein Widerstand Re 
iiberbriickt werden und eine meBbare Anderung der Kompensationsspannung 
hervorgerufen werden. Dadurch wird der Kondensator iiber den Widerstand Rg 
gemaB der Zeitkonstante C -Rg~ 1 sec umgeladen. Das Galvanometer reagiert 
auf das an der Elektrometerréhre wirkende Spannungs/Zeit-Integral ahnlich wie 
ein ballistisches Galvanometer. Die Galvanometerausschlige sind proportional der 
Kapazitat C und werden durch graphische Integration mehrerer Kurven einer 
Eichsubstanz (Palmitinsiure) empirisch geeicht. Bei dem beschriebenen Vorgehen 
erhalt man Kurven, deren Ordinate y die Bedeutung einer Grenzflachenspannungs- 
anderung pro Zeiteinheit und deren Abszisse die Dimension einer Zeit hat. Es 
wird also y in mV/sec gemessen. Fiir den Vergleich der Kurven untereinander 
mu man die Kurven so umzeichnen, da8 die Grenzflachenspannungsanderung als 
Funktion der A?/Molekel erscheint. Bezeichnen wir die Grenzflichenspannung 
mit U und den Flachenbedarf/Molekel mit A, so stellt die Kurve y = dU/dA 
die Grenzflaichenspannungsinderung in Abhingigkeit von A dar. Das Grenz- 
flachenpotential U erhalt man also durch Integration U = f ydA +c, wobei 
das Integral iiber den gesamten Kurvenverlauf zu erstrecken ist. Die Konstante ¢ 
bedeutet den Anfangswert des Potentials und ist in allen unseren Messungen 
praktisch gleich Null, wovon wir uns durch Betatigung der Taste Ta iiberzeugen. 

Abb. 2 zeigt fiir n-Palmitinsiure zwei Originalkurven, welche den 
Anstieg der Dynwerte bzw. die Anderung des Grenzflachenpotentials 
wahrend des Zusammenschiebens auf nicht angesiuertem Wasser dar- 
stellen. Die Abbildung erlaubt einen direkten Vergleich charakteristi- 
scher Knickpunkte der beiden Kurven. Man sieht, daB die Anderung des 
Grenzflachenpotentials in A beginnt, dann sehr bald eine betrichtliche 
Hohe erreicht und zu D hin wieder abfallt. Der Beginn der Anderung des 
Grenzflachenpotentials in A tritt auf bei einem Flachenbedarf von etwa 
34 A2/Molekel und liegt damit weit vor dem sogenannten ,,Konden- 
sationspunkt“ oder ,,Dichtpunkt“ D; Punkt A ist aber ebenso wie die 
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Zasur in D stets einwandfrei reproduzierbar. Auch die Punkte P und K 
1 
der F/A-Kurve (,,Plateau“ und Kollaps) sind in der Kurve =) wieder 


zu erkennen, doch zeigt die Anderung des Grenzflichenpotentials von 
D bis K nur einen geringen, kurz vor dem Kollaps sogar negativen Wert, 
d.h. das Grenzflichenpotential selbst weist von D bis K nur eine un- 
wesentliche Zunahme auf. Fiihrt man die Messung in gleicher Weise 
ohne Film mit reinem Wasser durch, dann verlauft die Potentialkurve 
horizontal, d. h. die Anderung des Grenzflichenpotentials ist Null. 








A D PT 
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Abb. 2. F/A- und ——-/A-Isothermen als Originalkurven von n-Palmitinsaiure auf 


dA 


ig 
Wasser bei 20° (x = Anderung des Grenzflchenpotentials : 


In der Anderung des Grenzflichenpotentials wiahrend des Zu- 
sammenschiebens des Palmitinsiurefilms (Abb. 2) fallt der zwischen 
A und D liegende ,,Berg“ besonders auf, denn er ist fiir die Entstehung 
des Grenzflichenpotentials in der Hauptsache verantwortlich. Es muB 
also im Abschnitt A bis D, in welchem bei der gewahlten Empfindlichkeit 
(0,1 Dyn) die F/A-Kurve praktisch geradlinig verlauft, in der Struktur 
des Films eine Wandlung erfolgen, die das Entstehen einer elektrischen 
Feldkomponente senkrecht zur Oberflache hervorruft, die aber die Dyn- 
werte noch nicht beeinfluBt. Wenn man allerdings mit stark erhéhter 
Empfindlichkeit (z. B. 0,001 Dyn) die F/A-Isotherme aufnimmt, dann 
zeigt diese genau zusammenfallend mit Punkt A, also mit dem Beginn der 
Bildung des Grenzflichenpotentials, ein Abweichen von dem bis dahin 
fast geradlinigen Verlauf der p-v = const.-Hyperbel. 

Abb. 3 zeigt eine Schubmessung der n-Palmitinsaure in der tiblichen 
Form des F/A-Diagramms. Zugleich sind eingezeichnet die Kurven fiir 
die Anderung des Grenzflaichenpotentials, fiir das Potential selbst und 
fiir das Dipolmoment. Die Potentialkurve wurde gewonnen durch 
Integration der Anderungskurve. Man erkennt, da die Entstehung 
des Grenzflichenpotentials in der Hauptsache von etwa 35 bis 24 A?/Mole- 
kel erfolgt und da® der Zuwachs von D bei 24 A? bis zum Kollaps nur 
etwa 5,5°% des gesamten Potentials betragt. Aus Abb. 3 geht weiterhin 


 €o — 
hervor, da® die qq/4-lsotherme, welche die Anderung des Grenz- 
dd : 
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Abb. 3. 1A-, So A- und U/A-Isothermen sowie Dipolmoment j von n-Palmitin- 
saure auf Wasser bei 20° bezogen auf A2/Molekel. F = Schub in Dyn/em (———), 


= — Anderung des Grenzflichenpotentials in mV/A? ( ), U = Grenzflachen- 
otential in mV ( a: = Dipolmoment in Millidebye (—--—--—). 
P L po 
A= Querachnittafliche/Molekel in A’, 























flachenpotentials ausdriickt, einen viel charakteristischeren Verlauf 
zeigt und Feinheiten im Verhalten des Films schiarfer erfaBt als die 
Potentialkurve (U/A) selbst, in der markante Umwandlungspunkte ver- 
wischt erscheinen. Kennzeichnend hierfiir ist die Zasur bei 24 A?, die 
mit dem Dichtpunkt der F/A-Kurve zusammenfiallt. Im vorliegenden 
Falle, bei n-Palmitinsaure, ist Punkt D (,,Kondensationsbeginn**) in der 
F/A-Kurve geniigend scharf ausgebildet, in auderen Fallen aber, z. B. bei 
manchen verzweigtkettigen Sauren, ist die Festlegung von D wegen des 
allmahlichen Ansteigens der Dynwerte sehr erschwert. Auch dann zeigt 
aber die Kurve, welche die Anderung des Grenzflichenpotentials 
wiedergibt, eine gut ausgebildete Zasur, die die Erkennung des Punktes 
D einwandfrei erméglicht. 
Dynjcm mV A? 
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Abb. 4. F/A- und ad ——/A-Isothermen von 10-Methyl-stearinsaure. 
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Als Beispiel hierfiir sind in Abb. 4 F/A-Kurve und die Kurve der 
Anderung des Grenzflichenpotentials von 10-Methyl-stearinsiure dar- 


gestellt. Man erkennt, daB an Hand der Kurve aa der Konden- 


sationsbeginn (,,Dichtepunkt“ D bei 46 A*) viel deutlicher als an der 
F/A-Kurve zu bestimmen ist. 

Die in Abb. 2 und 3 dargestellten Messungen wurden auf reinem 
Wasser ausgefiihrt. MiRt man auf Wasser von saurem pg, Z. B. auf 
0,01-n.HCl, dann bleibt die Form der Kurven grundsatzlich gewahrt, 
doch werden die Anderung des Grenzflachenpotentials und damit das 
Potential selbst um einen Faktor, der abhaingig von py und Substanz 
ist, vergroBert. 

Die in Abb. 3 eingezeichnete Kurve fiir das Grenzflaichenpotential 
(U/A) wurde auf rechnerischem Wege durch schrittweise Integration 

7 
der Kurve sl4 gewonnen. Dabei stellte sich heraus, daB die von uns 
aus Vergleichsgriinden mit der Schwingsonde aufgenommene Kurve 
U/A wohl im Endwert, nicht aber im Kurvenverlauf von A bis D, mit 


dU 
der integrierten qgi4-Kurve tibereinstimmte. Zur Kontrolle haben wir 


daher das Grenzflachenpotential (Kurve U/A) auf anderem Wege mit 
unserer oben beschriebenen Apparatur experimentell ermittelt, indem 
wir waihrend des Zusammenschiebens in kleinen Intervallen (z. B. von 
cm zu em) durch Betatigung der Taste T, und Feststellung der Kom- 
pensationsspannung den Potentialverlauf verfolgt haben. Es ergab sich, 
da die so experimentell gewonnene Kurve identisch war mit der 


Z 1U 
rechnerisch aus der Anderungskurve sai4 erhaltenen. Wir miissen 


daraus schlieBen, da8 im Abschnitt A bis D eine Beeinflussung des Films 
durch die Schwingsonde statthat, denn der betriachtliche Anstieg des 
ohm v/A* 
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Abb. 5. Grenzflachenpotential von n-Palmitinsiure. ———— = mit Schwing- 
sonde aufgenommen; ——— = mit unserer Apparatur durch Integration 


av /A-Kurve erhalten. 
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Grenzflichenpotentials nach Krreichen des Punktes A erfolgt unter 
der Einwirkung der Schwingsonde viel rascher als bei unserer riick- 
wirkungsfreien Me8methode. Die von uns verwandte Schwingsonde 
hatte einen elektro-dynamischen Antrieb und ahnelte im tibrigen den 
in der Literatur* beschriebenen Geraiten. Abb. 5 zeigt eine mit der 
Schwingsonde und eine mit unserer riickwirkungsfreien Apparatur 
aufgenommene Kurve des Grenzflichenpotentials von n-Palmitin- 
saure. 

Die in Abb. 3 eingezeichnete Kurve des Dipolmomentes yw ist in 
bekannter Weise aus der Potentialkurve nach folgender Formel er- 
halten worden: 

w= U-Af4x. 
Darin ist U in el.-E. und A in cm?/Molekel ausgedriickt. Fiir U in Volt 
und 4 in A® erhalt man 
= vA = U-A-2,65-10-?° Millidebye. 

Hier ist zu bemerken, daB8 das nach den iiblichen Methoden (also 
nicht an Filmen) gewonnene permanente Dipolmoment nicht ohne 
weiteres zur Bereehnung des Grenzflaichenpotentials monomolekularer 
Filme verwendbar ist: Denn einmal wird bei der Ableitung der Formel 
jede Molekel als ein kleiner Plattenkondensator betrachtet, wahrend die 
Vorstellungen vom Dipolmoment sich an punktformige Ladungen 
kniipfen (siehe hierzu Harkins und Fischer‘). Zum anderen treten 
durch die starken Bindungskrifte der Film-Molekeln an die Wasser - 
oberflaiche neue Momente hinzu, so da eine Ubereinstimmung zwischen 
dem permanenten Dipolmoment und dem aus dem Grenzflichen- 
potential errechneten Moment a priori nicht zu erwarten ist (siehe 
hierzu Schulman und Rideal?). Demzufolge liefert die Messung des 
Dipolmoments im Film nur einen Bruchteil des permanenten Dipol- 
momentes. 

Wie oben bereits ausgefiihrt wurde, bildet sich beim Zusammen- 
schieben eines Palmitinsiurefilms der Hauptanteil des Grenzflichen- 
potentials im Bereiche A bis D, wihrend im Bereiche D bis K, d. h. nach 
eingetretener Kondensation des Films, das Potential nur noch wenig 
zunimmt. Seinen héchsten Wert erreicht das Grenzflichenpotential kurz 
vor dem Kollaps. In Tab. 1 sind fiir verschiedene Substanzen die von 
uns gemessenen Potentiale und zum Vergleich die von anderen Autoren 
gefundenen Werte eingetragen. Die Resultate stimmen in zufrieden- 
stellender Weise iiberein ; auBerdem ist zu erkennen, daB bei den Saiuren 
die Héhe des Grenzflichenpotentials vom py des Wassers abhangig ist, 
nicht aber bei den Alkoholer::Ubrigens sind auch die Grenzflichen- 
potentiale der Ester vom py des Wassers unabhangig; wir fanden fiir 
Stearinséureéthylester 380 mV, fiir Octadecyl-acetat 957mV_ sowohl 
auf reinem Wasser als auch auf 0,01-n.HCl. 

Wir méchten abschlieBend darauf hinweisen, daB wir als Hauptwert 
unserer neuen Methode nicht nur die einwandfreie Bestimmung des 
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maximalen Grenzflichenpotentials und die Ubereinstimmung der er- 
haltenen Daten mit denen der Literatur ansehen, sondern da8 uns viel- 
mehr als Hauptvorteil die bisher nicht mégliche fortlaufende Registrie- 
rung des Differentialquotienten erscheint. Die vorliegende Mitteilung 
beschriinkt sich auf die Wiedergabe der MeBmethodik ; wir kénnen aber 
auf Grund zahlreicher inzwischen von uns ausgefiihrten Messungen 
schon jetzt sagen, daB diese Methode in ihrer Anwendung auf das groBe 
Material von uns synthetisierter reinster Substanzen zu neuen Ein- 
blicken in das Grenzflichenverhalten monomolekularer Filme fiihren 
wird. In der 10. Mitteilung®’ behandelten wir, in der Hauptsache ge- 
stiitzt auf F/A-Messungen, verschiedene Fragen zur Theorie mono- 
molekularer Carbonsaurefilme; auf Grund der mit der neuen Methode 
gemessenen Grenzflichenpotentiale werden wir in Kiirze die theoreti- 
sche Behandlung der Filmeigenschaften langkettiger polarer Verbindun- 
gen weiterfiihren. 


Tab. 1. Grenzflachenpotentiale monomolekularer Filme. 





Grenzflachenpotentiale in mV 


Unsere Werte 





Substanz 


Yamins u. 
Zisman® 
auf verd. H,SO, 


Harkins u. 
Fischer?! 
auf 0,01-n.HCl 





auf reinem 
Wasser 


auf 
0,01-n.HCl 





n-Myristinsdure 
n-Palmitinsaéure 
n-Stearinsaure 
n-Tetradecanol 
n-Hexadecanol 





383 
400—412 
405 
414 





265 
262 
259 
390 
425 





398 
392 
400 
380 
415 





Zusammenfassung 

Es wird eine neue Mefmethode fiir monomolekulare Filme be- 
schrieben, bei welcher gleichzeitig mit der F/A-Jsotherme auch die 
Anderung des Grenzflichenpotentials kontinuierlich registriert wird. 

Die Vorteile der Methode sind: 1. durch die MeBanordnung werden 
keinerlei Riickwirkungen auf den zu untersuchenden Film ausgeibt ; 

2. nicht das Potential selbst, sondern der Differentialquotient wird 
registriert, wodurch Feinheiten in der Umwandlung der Filmstruktur 
wihrend des Zusammenschiebens mit gré8ter Scharfe erfaBt werden; 

3. der fiir die Aufnahme einer Kurve erforderliche Zeitaufwand 
ist sehr gering, er betrigt etwa 3 Minuten; 

4. besondere Abschirmmafnahmen sind unnoétig, es kann am 
offenen Trog gearbeitet werden. 

Die erhaltenen MeBergebnisse sind absolut reproduzierbar, die 
Methode liefert fiir das maximale Grenzflachenpotential Werte, die mit 
denen der Literatur gut iibereinstimmen. 


8 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 288, 200 [1951]. 
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Zur Mitosegiftwirkung substituierter «-Phenyl-zimtsaurenitrile 
Von 
Hans Lettré, Werner Haede?! und Lotti Schiifer? 


Aus dem Chemischen und dem Organisch-Chemischen Institut der Universitat Géttingen und dem 
Institut fiir experimentelle Krebsforschung der Universitat Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26 Februar 1952) 


Herrn Professor Dr. H. Hérlein zu seinem 70. Geburistage gewidmet 


Cook und Engel? beschrieben 1940 das £-[p-Methoxy phenyl |- 
y-[3.4.5-trimethoxy-phenyl)}-propylamin (II) und teilten Er- 
gebnisse von Brues mit, daB das N-Acetylderivat von II an der regene- 
rierenden Rattenleber mitosehemmend wirke. Wir haben diese Substanz 
an in vitro geziichteten Hiihnerherzfibroblasten untersucht und konnten 
keine Wirksamkeit feststellen*. Die Verbindung IL wird durch kata- 
lytische Hydrierung des a-[4-Methoxy-pheny]]-3’.4’.5’-trimethoxy- 
zimtsdurenitrils (I) dargestellt. Setzt man diese (in Wasser schwer 
losliche) Verbindung I in fester Form zu dem Medium einer Gewebe- 
kultur von Fibroblasten, so ist nach 24 Stdn. eine ausgepragte Mitose- 
hemmung zu beobachten. Durch Verdiinnung einer alkoholischen 
Lésung von I mit viel Ringerlésung konnte eine klare Lésung erhalten 
werden, mit der die quantitative Wirksamkeit zu 3 y/ccm als unterer 
Wirkungsgrenze festgestellt werden konnte. In ersten, 1941—42 im 
Virchow-Krankenhaus Berlin ausgefiihrten Versuchen iiber die Ab- 
haingigkeit der Wirkung von der Konstitution konnte festgestellt 
werden, daB das unsubstituierte «-Phenyl-zimtsaurenitril (III)® 
keine Wirkung besitzt, wihrend die Kondensationsprodukte von Anis- 
aldehyd®, Piperonal® und p-Dimethylaminobenzaldehyd’ mit Benzyl- 
cyanid Wirksamkeit zeigen. Es erscheint bemerkenswert, daB Nitrile 
eine solche Zellwirkung besitzen. Von Nieder! und Ziering® wird 
angegeben, daB einige substituierte «-Phenyl-zimtsaurenitrile schwache 
dstrogene Wirkung aufweisen. 

In der Abhangigkeit der Mitosegiftwirkung von der Substitution 
besteht Paral!lele zu dem von uns fcstgestellten Verhalten der Stil- 
bylamine (IV)*. Die unsubstituierte Verbindung ist ohne Wirkung, 
das 4’-Methoxyderivat wirksam, das 4-Methoxyderivat® wieder ohne 


af Haede, Diplomarbeit Gottingen 1944, Auszug aus der Diss. Gottingen 


1947. 

2 L. Schafer, Diplomarbeit Gottingen 1943. Einige der verwendeten Stoffe 
sind yon Gertrud Mohn, Diss. Géttingen 1948; Eleonore Rudolph, Diplom- 
arbeit Gottingen 1946, und Eva Ruhbaum, Diss. Géttingen 1950, dargestellt 
worden; s. Beschreibung der Versuche. 

3 J. W. Cook u. L. L. Engel, J. chem. Soc. [London] 1940, 194. 

4H. Lettré u. H. Fernholz, diese Z. 278, 175 [1943]. 

5 V. Meyer u. H.V. Frost, Liebigs Ann. Chem. 250, 156 [1889]. 

R. v. Walther, J. prakt. Chem. 61, 190 [1900]. 

H. Kauffmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 50, 515 [1917]. 

J.B. Niederl u. A. Ziering, J. Amer. chem. Soc. 64, 885 [1942]. 
H. Lettré u. I. Delitzsch, diese Z. 281, 139 [1944]. 
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Wirkung (s. Tab. 1). Insofern erschien diese leicht zugingliche Stoff- 
klasse geeignet, um als Modell fiir die Untersuchung der Substitutions- 
abhangigkeit der Mitosegiftwirkung zu dienen und um fiir die Dar- 
stellung entsprechend substituierter Stilbylamine Anhaltspunkte zu 
geben. 


Tab. 1. Abhangigkeit der mitosehemmenden Wirksamkeit von der Substitution. 
+ = wirksam — = unwirksam 





Substitution o-Phenyl-zimt- Stilbylamin 
sdurenitril 
III Dy: 


a 


A 





PD 


+ 

af 
nicht bekannt 
nicht bekannt 
nicht bekannt 

— 


H 
—OCH, 
H 


b 
© 
E 


0—CH,—O— 
—N(CH,), 

—SCH, 

—CH, 











brs ch pot | pat 
by at pot a 
| |+++ ]+] 


Unter allen weiter untersuchten Kondensationsprodukten war 
keine Verbindung wirksam; es wurden folgende Aldehyde mit Benzyl- 
cyanid kondensiert : 2.3-Dimethoxy-, 3.4-Dimethoxy-!°, 3.4-Dimethoxy- 
5-brom-, 3.4-Dimethoxy-6-brom-, o-"! und p-Chlor-!*, 0-, m- und 


H, 


H,CO. \“ \CH-CH,-NH, 
| 


H,co. |} 
a 
H,CO 


Vee UF 
Ref 2 4 SO-CN 
R, 
ae 


10 Th. de Kiewit u. H. Stephen, J. chem. Soc. [London] 1931, 639. 

1 J, A. McRae u. A. S. Townshend, Canad. J. Res. 11, 628 [1934]; Chem. 
Zbl. 1985 I, 1223. 

2 R.v. Walther, J. prakt. Chem. 65, 281 [1902]. 
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p-Nitro-benzaldehyd*®, Zimtaldehyd** und Furfurol®. Ebenso erwies 
sich das 4’-Thiomethyl-Derivat als unwirksam. DaB die Paraliele 
mit den Stilbylaminen nicht in allen Fallen zutrifft, zeigte das unwirk- 
same «-Phenyl-4’-methyl-zimtsiéurenitril®, wihrend das 4’-Methyl-stil- 
bylamin'* wirksam ist. Aus der 4’-Nitroverbindung wurde das 4’- 
Amino-a«-phenyl-zimtsaurenitril’’ durch Reduktion dargestellt, 
das mitosehemmende Wirkung zeigte. 

Neben diesen Substitutionsprodukten wurden andere Derivate 
untersucht, bei denen, ausgehend vom wirksamen 4’-Methoxy- und 
4’-Dimethylamino-Derivat, Anderungen an anderen Gruppen des 
Molekiils vorgenommen wurden. Das gesittigte Nitril V wurde durch 
Hydrierung von III (R, = —OCH3) mit Natriumamalgam und durch 
Kondensation von Anisylchlorid mit Benzyleyanid dargestellt; es 
zeigte keine Wirkung. Durch katalytische Hydrierung wurde das 
£-Phenyl-y-[p-methoxyphenyl]-propylamin (VI) erhalten, das 
ebenso wie II keine mitosehemmende Wirkung zeigte. Aus dem wirk- 
samen 4’-Dimethylamino-«-phenyl-zimtsaéurenitril entsteht 
durch Hydrolyse das ungesattigte Siureamid VII, das keine Wirkung 
besitzt. Bei der -Hydrierung mit Natriumamalgam entsteht neben 
dem gesattigten Nitril auch das gesittigte Saiureamid, das ebenfalls 
keine Wirkung mehr aufweist. Diese Versuche zeigen, daB die Wirk- 
samkeit dem ungesattigten Nitril selbst zukommen muB, da alle Pro- 
dukte, die durch Hydrolyse oder Hydrierung innerhalb der Zelle ent- 
stehen kénnten, keine Wirksamkeit besitzen. 

Von anderen Derivaten seien noch die Kondensationsprodukte 
aus 1 Mol. Anisaldehyd mit 2 Mol. Benzyleyanid (VIII), aus p-Meth- 
oxybenzophenon und Benzyleyanid (IX) und aus Anisaldehyd und 
Cyanessigester (X)1® sowie das p-Methoxybenzyleyanid erwahnt, die 


H,CO-C,H,-CH, H,CO-C,H,-CH, 
| | 
C,H;-CH-CN C,H,-CH-CH,-NH, 
V VI 
(CH,),N-C,H,-CH C,H;,-CH-CN 
| 


C,H,-C-CO-NH, CH,0.C,H,-CH 


, | 
val C,H,-CH-CN 
VIII 
H JN 
\ ‘ ( A 


CH AN 
CH,0-C,H,“. C,H; —«CH,0-C,H,“--» \CO0C,H, 
Ix x 


18 M. Freund u. P. Immerwabhr, Ber. dtsch. chem. Ges. 23, 2856 [1890]. 
H. Lettré u I. Delitzsch, diese Z. 289, 220 [1952]. 
H. Kauffmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 50, 1621 [1917]. 
R. Bechert, J. prakt. Chem. 50, 13 [1894]. 
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alle keine mitosehemmende Wirkung besitzen. In dieser Gruppe von 
Mitosegiften ist also die Wirksamkeit mit der Struktur des «-Phenyl- 
zimtsdurenitrils verkniipft, wobei die fiir die Wirkung notwendige 
weitere Substitution mit der in der Stilbylamingruppe notwendigen 
Ahnlichkeit besitzt. Nur ein eng begrenzter Kreis von Derivaten zeigt 
die mitosehemmende Wirkung an Hiihnerherzfibroblasten. 

Der Wunsch wasserlésliche Derivate dieses Typs zu erhalten, 
veranlaBte die Priifung der von Rupe, Collin und Sigg?’ beschriebenen 
quartiren Ammoniumverbindung XII aus 4’-Dimethylamino- 
a-phenyl-zimtsaurenitril (XI) und Dimethylsulfat. Sie zeigte in Dosen 
bis zu 500 y/cem keine mitosehemmende Wirkung an Fibroblasten. 
Diesen Unterschied zwischen einem tertiéren Amin (wirksam) und einer 
quartaren Ammoniumverbindung (unwirksam) haben wir auch bei 
Colchicinderivateh mehrfach beobachtet. Geeignet substituierte quar- 
tire Ammoniumverbindungen kénnen durch Reduktion in tertiire 
Amine iibergefiihrt werden (Emdescher Abbau?*). Daf diese Reaktion 
zu den zellméglichen gehért, zeigt das Beispiel der Codehydrase, die 
in der hydrierten Form als tertiires Amin, in der oxydierten Form als 
quartire Ammoniumverbindung vorliegt, die reversibel ineinander 
ubergefiihrt werden kénnen. Die Reduktion von Tetrazoliumsalzen zu 
Formazanen, die von Kuhn und Jerchel?® beschrieben wurde, stellt 
ein Beispiel der cytochemischen Reduktion einer kérperfremden quar- 
tiren Ammoniumverbindung dar. Im Rahmen unseres Arbeitspro- 
grammes, Promitosegifte darzustellen*®, d. h. Stoffe, die als solche keine 
Wirkung besitzen, sondern erst durch eine Reaktion innerhalb der 
Zelle in eine wirksame Verbindung iibergefiihrt werden, schienen die 
vom 4’-Dimethylamino-«-phenyl-zimtsaurenitril abgeleiteten quartiren 
Ammoniumverbindungen geeignet fiir die Priifung der Frage, ob diese 
innerhalb der Zelle zu wirksamen Verbindungen umgewandelt werden 
k6nnen. 

Zunichst haben wir solche Radikale an das 4’-Dimethylamino- 
a-phenyl-zimtsaurenitril addiert, die bei dem Emdeschen Abbau, 
d.h. der Reduktion mit Natriumamalgam, reduktiv entfernt werden. 
Das «-Pheny]-4’-dimethylamino-zimtsaurenitril selbst wird durch Na- 
triumamalgam zu dem gesattigten Nitril reduziert, wobei das gesittigte 
Saureamid als Nebenprodukt entsteht. Diese Produkte sind also auch 
bei einer zum Emdeschen Abbau befahigten quartéren Ammonium- 
verbindung des «-Phenyl-4’-amino-zimtsaurenitrils zu erwarten. Das 
Anlagerungsprodukt von Dimethylsulfat an XI wird durch Natrium- 
amalgam zu weniger als 10% zu einem Abkémmling des tertiaren 


7-H. Rupe, A. Collin u. W. Sigg, Helv. chim. Acta 14, 1355 [1931]. 
18 H. Emde, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 2590 [1909]; Liebigs Ann. Chem. 
391, 89 [1912]. 

19 R. Kuhn u. D. Jerchel, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 949 [1941]. 

20 H. Lettré, Ergebn. d. Enzymforschung X, 269 [1949] (zum Druck ge- 
geben Oktober 1944). 
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Amins reduziert. Die quartiren Ammoniumverbindungen, die den 
Benzyl-, Allyl- (XIII) und Cinnamylrest enthalten, werden zu iiber 
80°% in die Derivate des tertiéren Amins iibergefiihrt. Obwohl diese Ver- 
bindungen dem Emdeschen Abbau zugiinglich sind, zeigen sie aber 
an Fibroblasten keine teilungshemmende Wirkung. Das Anlagerungs- 
produkt von Allylbromid an XI haben wir auch der Einwirkung girender 
Hefe ausgesetzt ; auch diese vermag die quartiére Ammoniumverbindung 
XIII nicht zu einem tertiiren Amin zu reduzieren. Die Reduzierbarkeit 
auf dem Wege des Emdeschen Abbaues gibt also keinen Anhalt fiir 
die cytochemische Reduzierbarkeit einer Verbindung. 

Es erschien daraufhin von Interesse, das Verhalten einer Tetra- 
zoliumverbindung, die sich vom «-Phenylzimtsiurenitril ableitet, zu 
untersuchen. Fiir die Tetrazoliumverbindungen ist von Kuhn und 
Jerchel!® die Reduzierbarkeit durch Bakterien, Hefe und pflanzliche 
Zellen*! festgestellt worden. Wir haben 1942 die Wirkung des Tri- 
phenyltetrazoliumchlorids (TTC) auf Fibroblasten in vitro unter- 
sucht”* und fanden, daB kleine Dosen um 10 y/ccm keine Zellwirkung 
haben und daB mit 40 y/ccm eine starke Zellschadigung auftritt. Erst 
mit diesen schidigenden Dosen ist eine Reduktion zu dem roten For- 
mazan zu beobachten. Augenscheinlich kann das Triphenyltetra- 
zoliumchlorid nicht in den ungeschadigten Fibroblasten eindringen. 
In der Folgezeit ist die Reduzierbarkeit dieser Verbindung durch 
normale und maligne tierische Zellen durch eine Reihe von Autoren 
gezeigt worden?, 

CN CN 
C:C¢ 


H. 
\ ot : CZ \ 
(CH;).N-C,H,” | C,H; (CH,),N*+-C,H,” | C,H; 
XI | 


R x- 
XII R=—CH, 
XIII _R =—CH,-CH:CH, 


CN 
N:N-C,H,-CH: CC 
CH,.cé \c,H; 

N-NH.C,H; 


*1 G. Lakon, Ber. dtsch. bot. Ges. 57, 191 [1939]; 60, 299 [1942]. 

2 H. Lettré u. M. Albrecht, diese Z. 279, 206 [1943]. Die gleichen nega- 
tiven Ergebnisse der Wirkung von TTC auf Fibroblasten beschrieben inzwischen 
R.W. Stein u. H.W. Gerarde, Science [New York] 111, 691 [1950]. 

*3 Vgl. die Literatur bei H. A. Hélscher, Z. Krebsforschg. 56, 587 [1950] 
57, 353 [1951]. 
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Wir setzten das Phenylhydrazon des Acetaldehyds mit diazo- 
tiertem 4’-Amino-«-phenyl-zimtsaurenitril um und erhielten so das 
tiefrote Formazan XIV. Durch Oxydation mit Bleitetraacetat wurde 
hieraus die Tetrazoliumverbindung XV erhalten. Diese Verbindung 
wird bei der Einwirkung auf Fibroblasten in vitro in Mengen von 
40—90 y/ecm von diesen reduziert und das Formazan in den Zellen 
in rétlich gefarbten Fettropfen abgelagert. Die Zellen zeigen hierbei 
im Wachstum keine Beeintrachtigung. Eine Mitosegiftwirkung zeigt 
das Formazan nicht, so daB in diesem Versuch also nur die Reduzier- 
barkeit durch die entstehende Farbung gezeigt ist. Die Tetrazolium- 
verbindung XV vermag besser in die Zelle einzudringen als das Tri- 
phenyltetrazoliumchlorid ; der groBere lipoidlésliche Anteil des Molekiils 
gegentiber dem durch die positive Ladung bedingten lipophoben Anteil 
mag fiir diese bessere Permeabilitét von Bedeutung sein. Hélscher** 
hat diese Verbindung (als 1294 bezeichnet) fiir eine Reihe von ferment- 
chemischen Untersuchungen an Tumorzellen verwendet, wobei sie 
bei verschiedenen Tumorarten Vorteile gegeniiber dem TTC zeigte. 
Bielig™* fand, daB bei der Entwicklung des Seeigeleies bei Gegen- 
wart von 1294 diese bis zum Blastulastadium mdglich ist (unter gleich- 
zeitiger Farbung der Zellen), wahrend TTC die Entwicklung unterbindet. 
Kinen Nachteil gegeniiber dem TTC ist die schwichere orangegelbe 
Farbe, die statt der tiefroten Farbe auftritt?5. 

Aminoxyde kénnen als quartiére Ammoniumverbindungen an- 
gesehen werden. Ihre Reduzierbarkeit im tierischen Organismus ist 
einmal durch die vermehrte Ausscheidung von Trimethylamin nach 
Zufuhr von Trimethylaminoxyd anzunehmen?* und durch die Beein- 
flussung des Verhaltnisses des im Harn ausgeschiedenen Amins und 
seines Oxyds durch die Stoffwechsellage des Organismus?’. Ebenso 
sind N-Oxyde einiger Alkaloide, die sogenannten Gen-Alkaloide Polo- 
novskis*, pharmakologisch wie die Ausgangsalkaloide wirksam, so 
daB eine Reduktion der N-Oxyde anzunehmen ist. Wir haben das 
N-Oxyd des 4’-Dimethylamino-x-phenyl-zimtsaurenitrils 
(XVI) dargestellt. Durch Wasserstoffperoxyd lieB sich die Oxyd- 
bildung nicht erzielen, wohl aber mit Benzopersiure. Wir haben uns in 
Versuchen mit anderen «-Phenylzimtsiurenitrilen davon iiberzeugt, 

*4 Privatmitteilung von H. J. Bielig, Max-Planck-Institut fiir Medizinische 
Forschung, Heidelberg. 

*6 Die Verbindung wird in einer 1-promillig. Lésung verwendet; wir stellen 
diese Verbindung Interessenten gern zur Verfiigung in Mengen von einigen 
Grammen, die zur Herstellung einiger Liter Lésung und zur Ausfiihrung von 
etwa 1000 Reduktionsversuchen ausreichen, jedoch sind wir nicht in der Lage, 
diese Verbindung kilogrammweise abzugeben, wie es vor einiger Zeit in einer An- 
frage von einem klinischen Laboratorium gewiinscht wurde. 

26 W. Lintzel, Biochem. Z. 273, 243 [1934]. 

27 K. Hinsberg u. E. Gangl-Reuss, Z. Krebsforschg. 52, 227 [1942]. 
— 28 M. Polonovski, zitiert nach Winterstein-Trier, Die Alkaloide, Berlin 
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daB die Doppelbindung des ungesattigten Nitrils nicht mit Benzo- 
persdure reagiert. Durch Reduktion mit Zinn und Salzséure wird das 
Aminoxyd wieder in den Ausgangsstoff verwandelt. Dieses Aminoxyd, 
das relativ leicht wasserloslich ist, zeigt mit 4 y/ccem als untere Grenze 
an Hiihnerherzfibroblasten mitosehemmende Wirkung, wahrend die 
Grenze der Wirksamkeit des tertiaren Amins XI bei 1.5 y/cem liegt. 
Es ist anzunehmen, daB XVI in der Zelle reduziert wird und als tertiires 
Amin die Wirkung ausiibt. Im Mause-Ascites-Tumor-Test?® zeigt XVI 
mit 600 y taglicher Dosis (an 5 Tagen) keine hemmende Wirkung, 
mit 1 mg eine Verz6gerung der Tumorentwicklung, aber keine Ver- 
langerung der Uberlebenszeit der Versuchstiere. Nach unseren Er- 
fahrungen zeigen Mitosegifte, die zur Wirksamkeit bei Fibroblasten 
mehr als 1 y/eem benotigen, keine oder nur geringe Wirkung beim 
Ascites-Tumor. Zum Vergleich haben wir noch das Trimethylaminoxyd- 
hydrochlorid am Ascites-Tumor gepriift, das mit 1 mg taglicher Dosis 
keine Beeinflussung der Tumorentwicklung zeigte. Das beschriebene 
N-Oxyd ist die einzige der untersuchten quartiren Ammoniumverbin- 
dungen, die zum Ubergang in ein tertiéres Amin befahigt ist und an 
Fibroblasten mitosehemmende Wirkung zeigt. Angesichts ihrer quanti- 
tativ geringen Wirksamkeit hat die Stoffklasse der ~-Phenyl-zimtsaure- 
nitrile nur als Modell fiir andere Typen von Mitosegiften Interesse; das 
gleiche gilt fiir die beschriebenen Untersuchungen iiber die cytochemische 
Reduzierbarkeit der quartaren Ammoniumverbindungen. 

Fiir ihre Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche an den Gewebekulturen 
danken wir Fr]. M. Albrecht und Fri. U. Héwener. 


Beschreibung der Versuche 
«-Pheny]-2’.3’-dimethoxy-zimtsaurenitril 

5g 2.3-Dimethoxy-benzaldehyd und 3,5g Benzylcyanid werden in 

40 ccm Alkohol gelést und durch Zugabe von 5 cem 30-proz. Natronlauge konden- 

siert. Das nach | Stde. abfiltrierte Reaktionsprodukt wird aus Alkohol umkristalli- 

siert. Farblose Nadeln vom Schmp. 84°. 

C1,H,;0.N (265,3). Ber. C 76,96, H 5,70, N 5,27. 
Gef. C 77,00, H 6,09, N 5,30. 


a«-Pheny1]-3’.4’-dimethoxy-5’-brom-zimtsaurenitril 
5g 3.4-Dimethoxy-5-brom-benzaldehyd und 1,7g Benzyleyanid 
werden in 40 cem Alkohol mit 3 ccm 30-proz. Natronlauge kondensiert. Aus 
Alkohol farblose Kristalle vom Schmp. 99°. 
C,,H,,0,.NBr (344,2). Ber. C 59,32, H 4,09, N 4,07. 
Gef. C 59,26, H 4,10, N 3,92. 


a«-Pheny1-3’.4’-dimethoxy-6’-brom-zimtsaurenitril 
Darstellung analog aus 3.4-Dimethoxy-6-brom-benzaldehyd und 
Benzyleyanid. Aus Alkohol farblose Kristalle vom Schmp. 116°. 
C,,H,,0,NBr (344,2). Ber. C 59,32, H 4,09, N 4,07. 
Gef. C 59,10, H 4,10, N 4,40. 


29H. Lettré, diese Z. 268, 59 [1941]; Z. Krebsforschg. 57. 1 [1950). 
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a-Phenyl-4’-nitro-zimtsaurenitril 

Das Verfahren von V. Meyer und Frost*, bei dem sehr viele harzige Neben- 
produkte entstehen, wurde folgendermaBen abgeandert: Die Lésung von 15g 
p-Nitrobenzaldehyd und 15g Benzylcyanid in 100ccm Methanol wurde 
auf —10° gekiihlt, wobei der Aldehyd zum Teil auskristallisiert. Eine Auflosung 
von 2g Natrium in 20 ccm absol. Methanol wurde hinzugefiigt und die Mischung 
geschiittelt, bis alles in Lésung gegangen war. Das Reaktionsgemisch wird bei 0° 
4 Stdn. geriihrt, wobei der gréBte Teil des Kondensationsproduktes sich aus- 
scheidet. Um die Ausfallung zu vervollstandigen, werden noch 50 ccm Wasser 
hinzugefiigt. Aus Methanol umkristallisiert. Gelbe Kristalle vom Schmp. 120° 
(117—118°)5. Ausb. 22 g (88% d. Th.). 


a-Phenyl-4’-methylmercapto-zimtsaurenitril 
0,2 g Thioanisaldehyd, dargestellt nach Gattermann*®, wird mit 0,16 g 
Benzylcyanid in 1ccm Methanol mit einigen Tropfen einer Lésung von 
Natriummethylat in Methanol versetzt. Nach 4 Stdn. werden zu der Mischung 
3ccm Wasser gegeben und das ausgeschiedene Kondensationsprodukt abfiltriert 
und aus 50-proz. Methanol umkristallisiert. Farblose Kristalle vom Schmp. 97°. 


Ausb. 0,3 g (90% d. Th.). 
C,,H,,;NS (251,3). Ber. N 5,57. Gef. N 5,57. 


a-Phenyl-4’-methoxy-hydrozimtsaurenitril (V) 

a) aus Benzyleyanid und Anisylchlorid: 2g Natriumamid werden 
fein zerrieben und mit 25 ccm absol. Ather erwarmt. Hierzu gibt man tropfen- 
weise die Lésung von 6 g Benzylcyanid in 30 ccm absol. Ather und kocht die 
Mischung noch nach Beendigung des Zutropfens 15 Min. weiter. Nach dem Ab- 
kiihlen der Mischung wird die Lésung von 7,85 g Anisylchlorid in 30 ccm absol. 
Ather zutropfen gelassen. Es tritt lebhafte Reaktion ein, nach deren Beendigung 
die Mischung noch 15 Min. unter Riickflu8 gekocht wird. Nach dem Erkalten 
wird die Mischung mit Wasser versetzt und die atherische Schicht mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und abgedampft. Der Riickstand der atherischen Lésung 
wird aus Alkohol unter Zusatz von Wasser umkristallisiert. Farblose Blattchen 
vom Schmp. 86—87°. 

C,,H,;ON (237,3). Ber. C 80,97, H 6,37, N 5,90. 

Gef. C 80,40, H 6,45, N 5,84. 

b) durch Hydrierung des a-Phenyl-4’-methoxy-zimtsaurenitrils 
mit Natriumamalgam (Mohn?): Bei der Hydrierung des «-Pheny]-4’-methoxy- 
zimtsaurenitrils mit Natriumamalgam in der Warme entsteht tiberwiegend das 
gesattigte Saureamid. Es ist daher notwendig, bei Raumtemperatur zu arbeiten, 
wodurch gréBere Mengen Lisungsmittel notwendig sind. 15,9g «-Pheny|!-4’- 
methoxy-zimtsaurenitril werden in 1 / Alkohol gelést und bei Raumtemperatur 
mit 200 g 5-proz. Natriumamalgam versetzt. Die Mischung bleibt unter gelegent- 
lichem Umschiitteln 36 Stdn. stehen und wird dann mit weiteren 50 g Natrium- 
amalgam und 50 ccm Wasser versetzt und dies nach 24 Stdn. wiederholt. Nach 
weiteren 24 Stdn. wird die Mischung erwarmt, bis ausgeschiedene Kristalle sich 
gelost haben, die Lésung filtriert und mit 1 / Wasser versetzt. Das ausgeschiedene 
Material wird abfiltriert und aus Alkohol unter Zusatz von Wasser umkristallisiert. 
14 g farblose Blattchen vom Schmp. 86°, die mit dem nach a) dargestellten Produkt 
keine Schmelzpunktdepression zeigen. 

Aus dem Filtrat entsteht durch weiteren Zusatz von Wasser eine neue Fallung 
(1,8 g), die mehrfach aus Alkohol umkristallisiert wird. Schmp. 162°. Es handelt 
sich um das a-Phenyl-4’-methoxy-dihydrozimtsiureamid. 

C1eH,,0.N (255,3). Ber. C 75,26, H 6,71, N 5,48. 

Gef. C 75,68, H 6,84, N 5,11. 


30 L. Gattermann, Liebigs Ann. Chem. £93, 230 [1912]. 
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B-Phenyl-y-[p-methoxypheny]]-propylamin VI 
3g a-Phenyl-4’-methoxyzimtsaurenitril werden in 100ccm Kis- 
essig unter Erwarmen gelést. Die Lésung wird zu 0,5 g frisch reduziertem Platin- 
oxyd-Katalysator gegeben und bei 60° mit Wasserstoff geschiittelt. Nach der 
Aufnahme von 3 Mol. Wasserstoff wird die filtrierte Lésung mit Wasser und Ather 
versetzt. Die waBrige Schicht wird alkalisch gemacht und das ausgeschiedene 
Amin in Ather aufgenommen. Diese atherische Lésung wird mit wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet und mit einer atherischen Lésung von Chlorwasserstoff 
versetzt, wobei das Hydrochlorid sich ausscheidet. Aus Alkohol-Ather um- 
kristallisiert farblose Kristalle vom Schmp. 164°. 
C,gH2,ONCI (277,8). Ber. C 69,19, H 7,27, N 5,04. 
Gef. C 69,54, H 7,44, N 4,54. 


a-Pheny1-4’-dimethylamino-zimtsiureamid VII 

Die Darstellung erfolgte analog einem von Pfeiffer*! angegebenen Ver- 
fahren. 2 g «-Phenyl-4’-dimethylamino-zimtsdurenitril werden mit 30 g 
konz. Schwefelsaure 3 Stdn. auf dem Wasserbad erhitzt. Die Mischung bleibt 
iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen und wird dann in 200 ccm Wasser ein- 
gegossen. Unter Eiskiihlung wird mit konz. Ammoniaklésung neutralisiert, wobei 
ein leuchtend gelber Niederschlag ausfallt, der abfiltriert und mit heiBem Wasser 
ausgewaschen wird. Das Produkt wird aus Alkohol unter Zusatz von Wasser 
umkristallisiert und bildet ein gelbes Kristallpulver, das bei 230° unter Zersetzung 
schmilzt. 4 

C,;H,,ON, (266,3). Ber. N 10,51. Gef. N 10,90. 


Hydrierung des a-Pheny]-4’-dimethylamino-zimtsaurenitrils mit 
Natriumamalgam (W. Haede! und G. Mohn?) 

10 g a-Phenyl-4’-dimethylamino-zimtsaurenitril werden in 150 ccm 
Alkohol unter RiickfluB erwairmt, wobei im Laufe von 6 Stdn. 250g 5-proz. 
Natriumamalgam portionsweise zugegeben werden. Durch Zugabe von Wasser 
wird zundchst das gesittigte Nitril (8 g) und dann das gesittigte Saureamid (0,6 g) 
gefallt. Fiihrt man die Hydrierung in einer mehr Wasser enthaltenden alko- 
holischen Lésung durch, so nimmt die Menge an Saureamid zu. 

Das «-Pheny1-4’-dimethylamino-dihydrozimtsaurenitril bildet aus 
Alkohol fast farblose Blattchen vom Schmp. 76°. 

C,,H,,N, (250,3). Ber. C 81,57, H 7,25, N 11,19. 

Gef. C 81,50, H 7,09, N 11,37. 

Das «-Phenyl-4'-dimethylamino-dihydrozimtsaiureamid bildet aus 
Alkohol unter Zusatz von Wasser farblose Kristalle vom Schmp. 167°. 

C,;H, ON, (268,3). Ber. C 76,09, H 7,51, N 10,44. 

Gef. C 76,05, H 7,44, N 10,67. 


a,«’-Diphenyl-fB-[p-methoxyphenyl]-glutarsauredinitril (VIII) 

13,6 g Anisaldehyd (0,1 Mol) und 23,4g Benzylcyanid (0,2 Mol) in 
40 ccm absol. Alkohol werden mit der Lésung von 2 g Natrium in 20 ccm absol. 
Alkohol versetzt. Das ausgeschiedene Reaktionsprodukt enthalt neben dem ge- 
wiinschten Produkt das a-Pheny]-4’-methoxy-zimtsaurenitril. Durch Digerieren 
mit heiBem Alkohol wird dieses entfernt. Das substituierte Glutarsauredinitril 
bildet nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Alkohol farblose Kristalle vom 
Schmp. 164—165°. 

C,,4H,,ON, (352,4). Ber. C 81,79, H 5,72, N 7,95. 

Gef. C 81,62, H 5,77, N 7,86. 


31 Pp, Pfeiffer, Liebigs Ann. Chem. 465, 39 [1928]. 
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a-Phenyl-f-[p-methoxyphenyl]-zimtsaurenitril (IX) (E. Rudolph?) 


Analog der Vorschrift von Bodroux*® der Kondensation von Benzophenon 
mit Benzylcyanid werden aquimolekulare Mengen von p-Methoxybenzophenon 
und Benzyleyanid unter Verwendung von Natriumamid als Kondensations- 
mittel kondensiert. Das Produkt bildet aus Alkohol farblose Kristalle vom Schmp. 
137—138°, 

C..H,,ON (311,4). Ber. C 84,84, H 5,50, N 4,50. 

Gef. C 84,37, H 5,33, N 4,87. 


Anlagerungen an «-Pheny]-4’-dimethylamino-zimtsaurenitril (XI) 
a) Von Athyljodid: Analog der Anlagerung von Methyljodid nach Rupe, 
Collin und Sigg?’ wird XI mit Athyljodid in alkoholischer Lésung im Rohr auf 
100° erhitzt. Farblose Kristalle aus Benzol-Alkohol vom Schmp. 169—170°. 


b) Von Benzyljodid: Darstellung durch 4-stdg. Erwarmen von XI mit 
Benzyljodid auf dem Wasserbad. Aus Benzol-Alkohol farblose Kristalle vom 
Schmp. 181°. 

Aus dem Jodid wird das Chlorid durch Schiitteln mit frisch gefalltem 
Silberchlorid in Wasser dargestellt. Farblose Blattchen vom Schmp. 185—187°. 

c) Von Allylbromid: 3g XI werden mit 2,5 g Allylbromid in 20 ccm 
Methanol 3 Stdn. im Rohr auf 100° erwarmt. Durch Zugabe von Ather wird die 
quartére Ammoniumverbindung gefallt. Zur Entfernung von XI wird die Substanz 
in 100 com Wasser gelést und mit Benzol ausgeschiittelt. Die wiBrige Lésung wird 
i. V. eingedampft und der Riickstand aus Methanol-Ather kristallisiert. Schmp. 
191—192° (Zers.). Ausb. 3,6 g (82% d. Th.). 

d) Von Cinnamylbromid: 3g XI werden mit 3g Cinnamylbromid in 
30 ccm Methanol 2 Stdn. auf dem Wasserbad erwarmt. Aufarbeitung analog wie 
vorstehend. Farblose Kristalle vom Schmp. 185—187°. 


Hydrierung der quartéaren Ammoniumverbindungen 
mit Natriumamalgam 


Die vergleichende Hydrierung der quartaren Ammoniumverbindungen erfolgt 
so, daB 1 g in 50 cem 50-proz. Alkohol gelést wird und mit 90 g 5-proz. Natrium- 
amalgam zunachst 8 Stdn. in einem Wasserbad von Raumtemperatur gehalten 
und dann noch | Stde. auf 80° erwirmt wird. Die Mischung wird dann mit Wasser 
versetzt und 3-mal ausgedthert. Der Riickstand der atherischen Lésung besteht 
aus gesattigtem Nitril und Saureamid. 

Aus dem Anlagerungsprodukt von Dimethylsulfat an XI werden 7,8% 
atherlésliche Reduktionsprodukte erhalten, aus der Benzylverbindung 86%, 
aus der Allylverbindung 83% und aus der Cinnamylverbindung 90%. 


Einwirkung garender Hefe auf die quartare Ammoniumverbindung XIII 
aus Allylbromid und XI 


100 g Backerhefe werden 2-mal nach Aufschwimmen in Leitungswasser 
absitzen lassen und dann in 500 ccm 5-proz. prim. Natriumphosphatlosung ge- 
bracht. Nach Zugabe von 50g Rohrzucker kommt die Garung in Gang, worauf 
die Lésung von 1g der Allylverbindung in 500 ccm Wasser hinzugefiigt wird. 
Die Garung wird 48 Stdn. bei 25—30° fortgesetzt. Dann wird die Mischung mit 
einer konz. Lésung von 30 g Natriumhydroxyd versetzt, kurz aufgekocht und 
5 Stdn. im Fliissigkeitsextraktor mit Ather extrahiert. Die eingeengte und mit 
Natriumsulfat getrocknete atherische Schicht gibt mit atherischer Chlorwasser- 
stofflésung keine Fallung. Es ist keine nachweisbare Menge an tertiarem Amin 
entstanden. 


32 F, Bodroux, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 152, 1594 [1911]. 
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Formazan XIV aus Acetaldehyd-phenylhydrazon und diazotiertem 
a«-Phenyl-4’-amino-zimtsaurenitril 
0,85 g Acetaldehyd-phenylhydrazon werden in 6,5 cem Alkohol gelést 
und mit der Lésung von 2 g Natriumacetat in 9,5 cem Alkohol versetzt. In die gut 
gekiihlte Lésung wird die Diazoniumsalzlésung aus 1,4 g «-Phenyl-4’-amino- 
zimtsaurenitril, 2ccm konz. Salzsiure und 0,45 g Natriumnitrit gegeben. 
Der sich ausscheidende dunkelrote Kristallbrei wird abfiltriert und aus Alkohol 
umkristallisiert. Schmp. 188°, Ausb. 2,1 g (90° d. Th.). 
C.3H1oN; (365.4). Ber. N19,15. Gef. N 19,13. 


Tetrazoliumchlorid XV (W. Haede!, abgeaindert von E. Ruhbaum?) 

0,9 g des Formazans XIV werden in 45 ccm trocknen Chloroforms gelést 
und mit 1g Bleitetraacetat versetzt. Die tiefrote Losung erwarmt sich und 
hellt sich auf. Nach kurzem Stehenlassen bei Raumtemperatur wird eine Lésung 
von Chlorwasserstoffgas in Methanol hinzugegeben, wodurch Bleichlorid aus- 
gefallt wird. Es wird abgesaugt und das Filtrat i. V. zur Trockne gedampft. Der 
Riickstand wird mit Alkohol ausgezogen und die alkoholische Lésung mit Ather 
versetzt. Die ausgefallte Tetrazoliumverbindung wird in Wasser gelést, mit Tier- 
kohle gekocht und filtriert. Der nunmehr farblose Riickstand der i. V. eingedampften 
waBrigen Lésung wird aus Alkohol-Ather umkristiallisiert. 0,6 g = 61,5% d. Th. 
farblose Kristalle vom Schmp. 237° (Braunfarbung ab 220°). Durch Reduktion 
mit Natriumdithionit bildet sich das Formazan vom Schmp. 188° zuriick. 


Aminoxyd des x-Pheny1-4’-dimethylamino-zimtsaurenitrils 

Zur Kontrolle wird a«-Phenyl-4'-chlorzimtsaurenitril auf sein Verhalten 
gegen Benzopersdure untersucht. Bei Raumtemperatur verbraucht es in 2,5 Stdn. 
0,11 Atome Sauerstoff, bei 0° in 1 Stde. 0,01 Atome. 

0,7 g «-Phenyl-4’-dimethylamino-zimtsaurenitril werden mit benzo- 
lischer Benzopersaurelésung, die 0,42g Persiure enthalt, 1 Stde. bei 0° 
stehen gelassen. Dann wird die Reaktionslésung mit der Losung von 0,65 g Pikrin- 
siure in Benzol versetzt und das ausgeschiedene Pikrat abfiltriert. Es wird in 
Alkohol gelést und mit Ather ausgefallt. Schmp. 148° u. Z.; Ausb. 1,37 g (98,5% 
d. Th.). Zur Analyse wird 3-mal aus Aceton umkristallisiert. 

C.3H,,0,N; (493.4). Ber. C 55,98, H 3,88, N 14,19. 

Gef. C 55,90, H 3,68, N 14,40. 

1,2 g des Pikrats werden in 30 ccm Wasser heif gelost und mit der aqui- 
molekularen Menge verd. Natronlauge versetzt. Aus der hei® filtrierten Lésung 
scheidet sich das Aminoxyd in Blattchen aus. Es wird aus Wasser, zweimal aus 
Methanol-Ather, und nochmals aus Wasser umkristallisiert. Dieses ‘Produkt vom 
Schmp. 131—132° stellt das Dihydrat dar. Beim Trocknen im Vakuum bei 100° 
iiber P,O; zeigt es einen Gewichtsverlust von 12,04%,, fiir ein Dihydrat ber. 11,99% 
Das wasserfreie Aminoxyd zeigt den Schmp. 147—148°. 

C,,H,,ON, (264,3). Ber. N 10,59. Gef. N 10,50. 

0,2 g des Aminoxyds werden in 10 ccm halbkonzentrierter Salzsiure gelost 
und mit etwas Zinn versetzt. Nach 1 Stde. wird alkalisch gemacht, wobei sich 
eine gelbe Fallung ausscheidet, die aus Alkohol umkristallisiert wird. Schmp. 
135—136°, keine Depression mit XI. 


Zusammenfassung 


Geeignet substituierte «-Phenyl-zimtsaurenitrile zeigen an in vitro 
geziichteten Hiihnerherzfibroblasten mitosehemmende Wirkung, die 
quantitativ zwischen 1 bis 5 y/eem liegt. Das «-Phenyl-zimtsaurenitril 
selbst ist unwirksam, wirksam das 4.3’.4’.5’-Tetramethoxy-, das 4’- 
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Methoxy-, das 4’-Amino-, das 4’-Dimethylamino- und das 3’.4’-Dioxy- 
methylen-Derivat. Eine Reihe anderer Substitutionsprodukte zeigen 
keine Wirkung. Die Abhingigkeit der Wirkung von der Substitution 
iihnelt der bei den Stilbylaminen. Produkte, die durch Hydrierung oder 
Hydrolyse aus einem wirksamen Derivat des «-Phenyl-zimtsiurenitrils 
hervorgehen, zeigen keine Wirkung. Ebenso sind eine Reihe von struktur- 
ihnlichen Verbindungen unwirksam. Quartaére Ammoniumverbindungen, 
die sich von dem wirksamen «-Phenyl-4’-dimethylamino-zimtsiure- 
nitril ableiten, zeigen keine Wirkung, auch solche, die durch Reduktion 
mit Natriumamalgam in Derivate des tertiiéren Amins ibergefiihrt 
werden. Eine vom 4’-Amino-«-phenyl-zimtsaurenitril abgeleitete Tetra- 
zoliumverbindung wird durch tierische Zellen zu dem Formazan redu- 
ziert, das aber keine mitosehemmende Wirkung zeigt. Das N-Oxyd 
des 4’-Dimethylamino-«-phenyl-zimtsaurenitrils wird dargestellt; es 
ist die einzige der beschriebenen quartiren Ammoniumverbindungen, 
die mitosehemmende Wirkung zeigt, also wahrscheinlich intrazellular 


reduziert wird. 


Ist 3.4-Dioxy-anthranilsdure Zwischenprodukt 
bei der biologischen Synthese von Nicotinséure? 


Von 
Heinrich Hellmann und Oswald Wiss 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie und dem Physiologisch-chem, Institut 
der Universitat, Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Marz 1952 


Die in verschiedenen Species offenbar gleichartig vollzogene Syn- 
these von Nicotinsiure aus Tryptophan erfolgt iiber eine biochemische 
Reaktionskette, deren Kernstiick durch die Folge Formylkynurenin — 
Kynurenin — 3-Oxy-kynurenin — 3-Oxy-anthranilsaure liickenlos iden- 
tifiziert werden konnte. Uber die vom Tryptophan zum Formylkynurenin 
fiihrenden Anfangsglieder und die von der 3-Oxy-anthranilsiure zur 
Nicotinséure hinleitenden Endglieder der Kette besteht noch keine Klar- 
heit. Die nachstehend skizzierte Reaktionsfolge ist zur Erklirung der 
Bildung von Nicotinséure aus 3-Oxy-anthranilsdure diskutiert worden!. 

Es erscheint vom chemischen Standpunkt gesehen durchaus plau- 
sibel, als einleitenden Schritt zur oxydativen Ringdffnung der 3-Oxy- 
anthranilséure die Entstehung einer 3.4-Dioxy-anthranilsiure anzu- 
nehmen, zumal die Ringsprengung zwischen den beiden phenolischen 
Hydroxylgruppen die Bildung der nach reichlichen Tryptophangaben 


1 D.M. Bonner u. Ch. Yanofsky, Proc. Nat. Acad, Sci. 35, 576 [1949]. 
21 
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ig ‘.cOOH 4~.COOH A ~.COOH 
; MET -H,0 | Wa 
\ NH > CHO | coon > yp 7 OOH 
OH NH, : 
3-Oxy-anthranilsaure sia Chinolinsiure 
Y 
4 ~.COOH A S.COOH 4 ‘.COOH 
HO NH, CHO —. 4 
2 2 > 7 
OH NH, 
3.4-Dioxy-anthranilsiure Nicotinsaéure 


im Rattenorganismus auftretenden Chinolinsdéure®* zwanglos erklart. In 
der Tat sprechen Makino, Itoh und Nishi‘ die Dioxy-anthranilsdure 
als eine Vorstufe zur Nicotinséure an. Sie kommen zu diesem SchluB 
auf Grund des Befundes, daB synthetisch dargestellte 3.4-Dioxy-anthra- 
nilsiure bei Inkubation mit Leberschnitten von Rindern, Schweinen und 
Pferden im gleichen Ausma8 wie 3-Oxy-anthranilsiure in Nicotinsdure 
iibergefiihrt wird: Als Nachweis benutzten sie die von ihnen als spezifisch 
fiir Nicotinsiure angesehene Kénigsche Farbreaktion® in der Modi- 
fikation von Swaminathan® mit Bromceyan und Anilin. 

Die knappen Angaben der japanischen Autoren machen eine kritische 
Beurteilung schwierig. Die von ihnen gewahiten Versuchsbedingungen 
lassen in Anbetracht der Schwierigkeiten, mit denen die Leberschnitt- 
Technik behaftet ist, jedoch den Verdacht aufkommen, daB ihre Er- 
gebnisse nicht eindeutig auBerhalb der Fehlergrenze liegen. Wir sind 
daher geneigt, ihre SchluBfolgerung mit Reserve aufzunehmen, zumal 
auch in anderen Laboratorien”®, bei Inkubation von 3-Oxy-anthranil- 
siure mit Leberschnitten oder Leberhomogenat von Ratten nur eine 
kraftige Steigerung der Chinolinséiure-Bildung aber keine signifikante 
Nicotinséure-Zunahme beobachtet. worden ist. 

Unsere nachfolgend beschriebenen experimentellen Ergebnisse an 
Neurospora sprechen gegen die Rolle der 3.4-Dioxy-anthranilsiure als 
biologische Vorstufe der Nicotinsaéiure. Beobachtungen, welche die An- 
nahme einer identischen Reaktionsfolge zwischen 3-Oxy-anthranilsdure 
und Nicotinsiure bei Neurospora einerseits und .der Saugetierleber 
andererseits verbieten, sind bisher nicht bekannt geworden. 

2 §. A. Singal, A. P. Briggs u. L. V. Hankes, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
70, 26 [1949]. 

L. M. Henderson, J. biol. Chemistry 178, 1005 [1949]. 
K. Makino, F. Itoh u. K. Nishi, Nature [London] 167, 155 [1951]. 
W. Konig, J. prakt. Chem. 69, 105 [1904]. 

® M. Swaminathan, Nature [London] 141, 830 [1938]. 

7 L.M.Henderson u. G.B.Ramasarma, J. biol. Chemistry 181, 687 
[1949]. 

8 A. H. Bokman u. B.S. Schweigert, J. biol. Chemistry 186, 153 [1950]. 
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_ Die ersten Zweifel tauchten auf bei dem Befund, daB das von 
Butenandt und Schlossberger® synthetisierte 3.4-Dioxy-kynurenin 
auf Neurospora crassa ATCC 10767 — einer nicotinsaéurebediirftigen 
Mutante, in der die Synthese von Tryptophan aus Indol und Serin 
blockiert ist — keine wachstumsférdernde Wirksamkeit ausiibt. Diese 
ware jedoch zu fordern; denn 3.4-Dioxy-kynurenin wird ebenso wie 
3-Oxy-kynurenin’’, Kynurenin'! und einige andere «-Amino-y-keto- 
sduren!? unter Alanin-Bildung von Kynureninase gespalten; und dieses 
Ferment muB in Neurospora vorhanden sein, da der Pilz in der Lage ist, 
sowohl Kynurenin zu ‘Anthranilsiure als auch 3-Oxy-kynurenin zu 
3-Oxy-anthranilséure zu spalten. 


aN. aS 
7 CO-CH,-CH-COOH * COOH 
OH: w, -NH, tu, Kynureninase onl sn, + ¢ — OOH 
OH OH NH, 
3.4-Dioxy-kynurenin 3.4-Dioxy-anthranilsdure 


Fiir die Abklarung der biologischen Wirksamkeit von 3.4-Dioxy- 
anthranilsiure haben wir diese Saéure dargestellt. Wir sind dabei — 
ebenso wie Makino, Itoh und Nishi — von Aminoveratrumsiaure!® 
ausgegangen, fanden es jedoch zweckmaBiger, die Atherspaltung durch 
12-stdg. Kochen mit 48-proz. Bromwasserstoffsiure unter Stickstoff 
anstatt mit Jodwasserstoff und Phosphor im Einschmelzrohr durchzu- 
fiihren. Beim Erkalten der Reaktionslésung kristallisiert das Hydro- 
bromid der 3.4-Dioxy-anthranilséure (Zers. oberhalb von 200°) in farb- 
losen Nadeln aus. Durch vorsichtigen Zusatz von 2-n. Sodalosung zur 
wasserigen Suspension des Hydrobromids bis zum Verschwinden der 
kongosauren Reaktion wird die freie 3.4-Dioxy-anthranilsiure (Schmp. 
174°) in farblosen Nadelchen erhalten. Die vollstandige Elementaranalyse 
sowie der Vergleich der UV-Absorptionsspektren der freien 3.4-Dioxy- 
anthranilsiéure und ihres Hydrobromids mit den Spektren von Proto- 
catechusiure, 3.4-Dioxy-kynurenin und 3.4-Dioxy-kynurenin-hydrobro- 
mid lassen keinen Zweifel dariiber, daB wir reine 3.4-Dioxy-anthranil- 
sdure in Handen haben. 

Die Saure besitzt auf dem mit Partridge-Mischung (n- Butanol-Eisessig- Wasser, 
4: 1:5) entwickelten Papierchromatogramm einen ky-Wert von 0,7; ihre Position 
kann in hoher Konzentration durch eine schwach blaue Fluoreszenz bei Bestrahlung 
mit dem UV-Licht einer Hanauer Analysen-Quarzlampe unter Vorschalten eines 
UG2-Filters, in geringer Konzentration durch ihre starke Reduktionswirkung 
gegeniiber aufgespriihter ammoniakalischer Silbernitratlosung erkannt werden. 
Im Laufe einiger Tage wird die 3.4-Dioxy-anthranilsiure auf dem unbehandelten 
Chromatogramm als rotbrauner Fleck sichtbar, ihre Fluoreszenz im UV-Licht ver- 
schwindet. Substanzmengen unter 5y lassen sich nicht papierchromatographieren, 
da die Dioxy-anthranilsaure sich wahrend der Wanderung auf dem Papier zersetzt. 


® A. Butenandt u. H.-G. Schlossberger, Chem. Ber. 85, 565 [1952]. 

10 QO. Wiss u. H. Fuchs, Experientia [Basel] 6, 472 [1950]. 

11 Q. Wiss u. F. Hatz, Helv. chim. Acta 32, 532 [1949]. 

12 QO. Wiss u. H. Fuchs, Helv. chim. Acta 32, 2553 [1949]. 

13 R, Pschorr u. C. Sumuleanu, Ber. dtsch. chem. Ges. 32, 3405 [1889]. 
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fl l . = 1. 
210 250 300 mys—> 350 
Abb. 1. Ultraviolett-Absorptionsspektren* von 3.4-Dioxy-anthranilsiure (I ———), 
3.4-Dioxy-anthranilsiure-hydrobromid (Il —— —), Protocatechusaure (IIL ----- ; 
3.4-Dioxy-kynurenin (IV ------ ) und 3.4-Dioxy-kynurenin-hydrobromid (V ....... Ds 
i Ordinate: Extinktion ¢.10* in cm~!; Abszisse: Wellenlange in my. 


Tab. 1. Bandenmaxima mit Extinktionskoeffizienten. 








Loésungsmittel my E 
t 

Protocatechusiure. ........ 1-n.HCl 217 15200 
259 8650 

294 4400 

3.4-Dioxy-anthranilsaure- l-n.HCl 217 ~ 19000 
hyarobromid . . . 2.2... 259 10000 
293 6 LOO 

3.4-Dioxy-anthranilsiure. . .. . . | Athanol 225 ~ 40000 
268 9100 

322 3300 

3.4-Dioxy-kynurenin-hydrobromid . . n/10-HCI 221 11200 
28] 8700 

(305) (7500) 

3.4-Dioxy-kynurenin. .. ..... Athanol 232 16300 
288 8500 

350 1300 











* Die UV-Absorptionsspektren wurden mit dem Beckman-Spektrophoto- 
meter DU von Herrn Dipl.-Chem. W. Steidle, Max-Planck-Institut fiir Bio- 
chemie, aufgenommen. 
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Versuche mit dem bereits erwahnten nicotinséure-bediirftigen 
Stamm ATCC 10767 von Neurospora crassa ergaben eindeutig, daB 
3.4-Dioxy-anthranilsdure keinerlei wachstumsfordernde Wirksamkeit 
besitzt, wahrend Parallelversuche mit 3-Oxy-anthranilsaure ein kraftiges 
Wachstum zeigten. 3.4-Dioxy-anthranilséure stellt somit’ — 
zumindest fiir Newrospora crassa — keine Vorstufe zur Nicotin- 
saéure dar! 

Herrn Prof. Butenandt méchten wir fiir sein forderndes Interesse an der 


vorliegenden Arbeit unseren herzlichsten Dank sagen. Frau I. Stegmann und 
Fraulein K. Britt danken wir fiir technische Hilfe. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung und Eigenschaften der 3.4-Dioxy-anthranilsaure 

4g Aminoveratrumsaure?® werden mit 80 ccm 48-proz. Bromwasser- 
stoffsiure 12 Stdn. unter RiickfluB gekocht. Wahrenddessen wird Stickstoff 
durch die Reaktionslésung geleitet, und zwar durch ein weites Rohr, da in zu- 
nehmendem MaBe kristalline Abscheidung erfolgt. Nach dem Abkiihlen wird das 
Gemisch mit 40 cem Wasser verdiinnt, mit Tierkohle aufgekocht und hei8 filtriert 
Im Kihlschrank kristallisiert das Hydrobromid der 3.4-Dioxy-anthranilsaure in 
Form farbloser Nadeln aus. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus eae 
stoffhaltigem Wasser besitzt es einen Zers.-Pkt. von 208°. 

C,H,0,N - HBr - H,O (268,08). Ber. C 31,46, H3,80, N5,19, Br 29,92. 

Gef. C 31,81, H4,02, N 4,78, Br 30,20. 

Das UV-Absorptionsspektrum (s. Abb. u. Tab. 1) stimmt mit demjenigen der 
Protocatechusaure gut tiberein. 

Durch Zusatz von 2-n.Sodalésung zur wasserigen Suspension von Dioxy- 
anthranilsiure-hydrobromid bis zum Verschwinden der kongosauren Reaktion 
wird die freie Saéure in rechteckigen Plattchen erhalten. Beim Umkristallisieren 
aus Wasser erscheint sie in farblosen Nadelchen, die sich im Schmelzréhrchen 
bei 174° unter Schwarzfarbung und Aufschaumen zersetzen, im Mikroschmelz- 
punktsapparat ohne Deckglaschen jedoch von 175° ab langsame Zersetzung er- 
leiden, ohne ihre Gestalt zu verandern. 

C,H,O,N (169,13). Ber. (49,71, H 4,17, N 8,27. 

Gef. C 49,67, H 4,17, N 8,02. 

Bei der aufsteigenden Papierchromatographie mit Partridge-Mischung auf 
Whatman Nr.1 zeigt 3.4-Dioxy-anthranilsiure einen Rr-Wert von 0,7. Ihre 
Position ist durch Fluoreszenz im UV-Licht nur schwer erkennbar, laBt sich aber 
leicht durch verschiedene Farbreaktionen ermitteln. Beim Bespriihen mit am- 
moniakalischer Silbernitratlésung erfolgt momentan Schwarzfarbung, beim Be- 
spriihen mit alkoholisch-salzsaurer Rohrzuckerlésung™ und 2—3 Min. langem Er- 
warmen des Papiers auf 85° wird Dioxy-anthranilsiure als zitronengelber Fleck 
sichtbar, der im durchfallenden UV-Licht graubraun erscheint. Auf dem un- 
behandelten Chromatogramm farbt sich Dioxy-anthranilsiure nach einigen Tagen 
rotbraun. Ebenso wie 3-Oxy-anthranilsiure laBt sie sich nach dem Diazotieren 
nicht wie Anthranilséiure zu einem Azofarbstoff!® kuppeln. 


Spaltung des 3.4-Dioxy-kynurenins durch Kynureninase 
Rattenleberhomogenat, dargestellt aus 1 Tl. Leber und 3 TIn. m/15-Phosphat- 
puffer vom py 7,4, wird 16 Stdn. bei 0° gegen den gleichen Puffer dialysiert. Die 
Bestimmung | der Enzymaktivitat erfolgt in 2-ccm-Ansatzen, die 4 Stdn. bei 37° C 


14D. G. Roux, Nature [London] 168, 1041 [1952]. 
1 1H. Hellmann, diese Z. 287, 205 [1951 }. 
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inkubiert werden. Als MaB der Enzymaktivitat dient das gebildete Alanin. Es 
wird nach EnteiweiBung mit Pikrinsiure und nach Desaminierung mit Ninhydrin 
als Acetaldehyd bestimmt?®. 








Zusatz — m/200-d,l-K ynurenin | m/200-d,l-Dioxy-kynurenin 
gebildetes Alanin | 117 y/cem 270 y/eem | 225 y/eem 








Auch gereinigte Enzympraparate sind wirksam. Zu ihrer Darstellung wird 
Rattenleber homogenisiert und mit dem 6-fachen Volumen 0,9-proz. NaCl-Lésung 
versetzt. Durch hochtouriges Zentrifugieren (10000 Umdr./Min.) wahrend 20 Min. 
werden die suspendierten Teile niedergeschlagen, der Uberstand bis zu 30% mit 
festem Ammoniumsulfat gesaéttigt und durch Zentrifugierung entfernt. Der wirk- 
same Anteil ist in dem Niederschlag enthalten, welcher nach Erhéhung der Am- 
moniumsulfatkonzentration bis auf 60% Sattigung ausfallt. Diese Fraktion wird 
in moéglichst wenig m/15-Phosphatpuffer vom py, 7,4 gelést und 24 Stdn. bei 0° 
gegen denselben Puffer dialysiert. Durch Zusatz von festem Ammoniumsulfat bis 
zu 35% Sattigung wird nochmals unwirksames EiweiB gefalit und aus dem Uber- 
stand die wirksame Fraktion durch vollstiindige Sattigung gewonnen. Sie wird in 
wenig Wasser gelést und drei Tage gegen Wasser dialysiert. Das daraus durch 
Lyophilisierung gewonnene Trockenpulver bleibt mehrere Wochen lang wirksam. 
Zur Bestimmung der Enzymaktivitét werden 10mg des Trockenpulvers und 
| y Pyridoxalphosphat pro ccm m/15-Phosphatpuffer py 7,4 gelést. Nach 7 Stdn. 
Inkubationszeit bei 37°C. wird in der oben beschriebenen Weise das gebildete 
Alanin bestimmt. 








Zusatz | — | m/200-d,l-Kynurenin | m/200-d,l- Dioxy-kynurenin 
gebildetes Alanin | 55,4 y | 270 | 97 y 


Der papierchromatographische Nachweis der gebildeten Dioxy-anthranilsaiure 
gelingt nicht; die Zersetzung erfolgt schneller als die Bildung aus dem Dioxy- 
kynurenin, was daraus hervorgeht, daB zur Enzymldsung zugesetzte 3.4-Dioxy- 
anthranilsiure nach erfolgter Inkubation nicht mehr nachweisbar ist. 


Wachstumsversuche an Neurospora crassa (ATCC 10767) 
mit 3.4-Dioxyv-anthranilsaure 

{s wird die Wachstumswirkung von d,l-Kynurenin mit derjenigen der aqui- 
molekularen Menge 3.4-Dioxy-anthranilsiure verglichen. Die Nahrlésung enthalt 
im Liter: 
5 g Ammoniumtartrat, 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, -7H,O, 0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl, 
20 g Rohraucker, 8,85 mg ZnSO,4, 1 mg FeSO,, 350 y CuSO,, 56 y H,BOs;, 
30 y MoO,, 5 y Biotin. 
Die Versuchsansatze enthalten 5 ccm Nahrlésung, werden nach Zusatz der zu 
untersuchenden Substanz auf 6 ccm aufgefiillt und 5 Tage lang bei 30° gehalten. 
Als MaB der Wachstumswirkung dient das Gewicht des gewaschenen und bei 
100° getrockneten Mycels. 











Kynureninsulfat iny .. . 24 | 12 6 | 3 1,5 0,75 
Mycelgewicht in mg . . ..]| 20 | 19,5 15 | 10,5 9,5 7 











3.4-Dioxy-anthranilsiure in y| 13,3] 6,6 | 3,3 | 1,15 | 0,57 | 0,28 








Mycelgewicht in mg ... . alle weniger als | 








16 0. Wiss, Helv. chim. Acta 31, 22 [1947]. 
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Abbauversuche mit Schweineleberschnitten 













Nach 2-stdg. Schiitteln mit Leberschnitten im Warburg-Apparat wird die 
Nicotinsiure in der Spiilfliissigkeit auf mikrobiologischem Wege (Lactobacillus 
arabinosus, ATCC 8014) bestimmt. 

Weder 3-Oxy-anthranilsiure noch 3.4-Dioxy-anthranilsiure verursachen eine 
Erhéhung der Nicotinséurewerte. 








—! ~ 6 mg 3-Oxy-anthranil- | 6 mg 3.4-Dioxy-anthra- 
eva eo saure pro g Leber nilsiure pro g Leber 
y Nicotinsaiure 
prog Leber. . . 99 104 89 


| Zusammenfassung 


1. d,l-3.4-Dioxy-kynurenin wird von Kynureninase unter Alanin- 
bildung gespalten. 


2. Im Leberschnittversuch wurde weder mit 3-Oxy-anthranilsdure 
noch mit 3.4-Dioxy-anthranilsiure eine Nicotinséure-Bildung beobachtet. 
| 3. 3.4-Dioxy-anthranilsiure hat bei Neurospora crassa ATCC 10767 


keine Wachstumswirkung und kommt: somit fiir Neurospora als Vor- 
stufe der Nicotinsaéure nicht in Betracht. 





